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Pneumocystis jirovecii é um fungo oportunista, de distribuição mundial, capaz de 
provocar pneumonia fatal em imunocomprometidos. Atualmente, o diagnóstico da 
pneumonia por Pneumocystis (PPc) baseia-se na visualização microscópica de P. jirovecii 
e/ou na deteção do seu ADN em amostras respiratórias obtidas por métodos dispendiosos 
e invasivos. Assim, o desenvolvimento de um método de diagnóstico simples, rápido, 
económico e menos invasivo, é uma necessidade premente. Neste contexto, este trabalho 
teve como objetivo desenvolver abordagens alternativas de serodiagnóstico da PPc, 
aplicando antigénios recombinantes sintéticos (ARS) multi-epítopo específicos de P. 
jirovecii na deteção de anticorpos séricos anti-P. jirovecii em doentes com e sem infeção 
por este microrganismo. Dois ARS foram desenhados com base no estudo in silico da 
imunogenicidade da glicoproteína major de superfície (Msg, major surface glycoprotein) 
e da serina protease Kex1 de P. jirovecii, duas proteínas com propriedade antigénicas 
descritas. Após síntese e purificação, esses ARS foram aplicados como ferramentas 
antigénicas no desenvolvimento e otimização de ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assays) indiretos para deteção de anticorpos IgG e IgM anti-P. jirovecii em amostras de 
soro de doentes previamente classificados em grupos clínicos distintos. Seguidamente, 
realizou-se uma avaliação do desempenho diagnóstico dos ELISA desenvolvidos. Esses 
ARS foram também conjugados com AuNP previamente funcionalizadas e a interação 
desses bioconjugados com anticorpos séricos anti-P. jirovecii foi caracterizada por 
ensaios de eletroforese em gel de agarose (EGA), na presença e ausência de agentes de 
bloqueamento. Por fim, os bioconjugados foram aplicados na otimização de testes de tiras 
projetados para detetar anticorpos séricos da classe IgM reativos contra cada um dos ARS 
produzidos, tendo sido criada uma zona teste com anticorpos anti-IgM humana e uma 
zona controlo com anticorpos anti-ARS. ELISA desenvolvidos com ambos os ARS 
mostraram que somente os níveis serológicos de anticorpos da classe IgM estavam 
significativamente aumentados em doentes com PPc em comparação com doentes sem 
infeção por este microrganismo. Adicionalmente, o desempenho dos testes ELISA 
baseados na deteção do nível desses anticorpos no diagnóstico da PPc apresentou 
sensibilidades de 68.0% e 70.8% e especificidades de 61.8% e 75.0% com o ARS da Msg 
e o ARS da Kex1, respetivamente. Os ensaios de EGA mostraram que os bioconjugados, 
após bloqueamento apropriado com caseína, eram capazes de interagir especificamente 
com anticorpos anti-P. jirovecii presentes no soro de doentes. Os testes de tira 
desenvolvidos, testados com soros de doentes com e sem infeção por P. jirovecii, 
apresentaram resultados concordantes com o desempenho esperado, nomeadamente 
linhas vermelhas na zona teste e controlo com amostras de doentes e apenas uma linha 
vermelha na zona controlo com amostras de indivíduos sem a doença. Estes resultados 
suportam a possibilidade de se diagnosticar PPc utilizando os ARS produzidos como 
ferramentas para deteção serológica de anticorpos IgM anti-P. jirovecii. As alternativas 
de diagnóstico aqui apresentadas devem ser otimizadas e validadas para sua posterior 
implementação na prática clínica, esperando-se um impacto positivo não apenas nas 
regiões economicamente desenvolvidas, mas também nas comunidades de baixa renda e 
com acesso escasso às tecnologias existentes para o diagnóstico desta doença oportunista 
potencialmente fatal.  
 
Palavras-chave: Pneumonia por Pneumocystis, antigénios recombinantes sintéticos, 







Pneumocystis jirovecii is a ubiquitous opportunistic fungus able to cause fatal pneumonia 
in immunocompromised patients. Currently, Pneumocystis pneumonia (PcP) diagnosis 
relies on microscopic visualization of P. jirovecii organisms or its DNA detection in 
respiratory specimens obtained by invasive and costly techniques. Thus, the development 
of a simpler, faster, cost-effective and less-invasive diagnostic approach is mandatory. In 
this context, this work aimed to develop alternative serodiagnostic approaches for PcP, 
applying innovative P. jirovecii recombinant synthetic (multi-epitope) antigens (RSA) in 
the detection of specific anti-P. jirovecii antibodies in human serum specimens. Two RSA 
were designed based on the immunogenicity of P. jirovecii major surface glycoprotein 
(Msg) and kexin-like serine protease (Kex1), two highly antigenic proteins of this 
pathogen. After synthesis and purification, these RSA were applied as antigenic tools in 
indirect enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) for detection of serum anti-P. 
jirovecii antibodies in patients previously classified in distinct clinical groups. A 
diagnostic performance assessment of each RSA-based ELISA was performed. The RSA 
were also conjugated with previously functionalized AuNP and the interaction of these 
bioconjugates with specific anti-P. jirovecii antibodies was characterized by agarose gel 
electrophoresis (AGE), in the presence and absence of blocking agents. Then, the 
bioconjugates were used in the development of two strip-based lateral flow 
immunoassays, comprising a test zone with anti-human IgM antibodies and a control zone 
with anti-RSA antibodies, projected to detect the presence of human IgM antibodies 
reactive to each P. jirovecii RSA produced. ELISA results with both RSA showed that 
only IgM anti-P. jirovecii levels were significantly increased in patients with PcP 
compared with patients without P. jirovecii infection. In addition, these IgM RSA-based 
ELISA allowed a diagnostic performance of PcP with sensitivities of 68.0% and 70.8% 
and specificities of 61.8% and 75.0% with Msg RSA and Kex1 RSA, respectively. AGE 
assays showed that after proper blocking with casein, the bioconjugates were able to react 
specifically with anti-P. jirovecii antibodies present in patients sera. The strip-based tests 
developed were tested with pools of sera from patients with PcP (positive sample) and 
from patients without P. jirovecii infection (negative sample). Both samples showed the 
expected performance namely test and control red-colored lines with the positive sample 
and only a control red-colored line with the negative sample. These results support the 
possibility to diagnose PcP using the designed RSA as recognition tools and IgM anti-P. 
jirovecii antibodies as targets for immunodiagnosis. Optimization and validation of the 
alternative diagnostic approaches presented in this study are necessary in order to enable 
their implementation in clinical practice. A positive impact is expected not only on 
economically advanced regions, but also on low-income communities with scarce access 
to the technologies currently available to diagnose this life-threatening opportunistic 
disease. 
 
Keywords: Pneumocystis pneumonia, recombinant synthetic antigens, ELISA, gold 
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1.1  Pneumonia por Pneumocystis 
Pneumocystis foi descoberto por Carlos Chagas, no Brasil, em inícios de século XX, 
tendo nessa altura sido considerado uma forma de desenvolvimento do ciclo de vida de 
Tripanosoma cruzi (Chagas, 1909). Um ano depois, António Carini, também no Brasil, 
ao estudar o tecido do pulmão de ratos, reconheceu e identificou uma estrutura que parecia 
ser o mesmo microrganismo (Carini, 1910). Em 1912, no Instituto Pasteur em Paris, um 
estudo mais aprofundado sobre o material biológico proveniente das investigações de 
Carini, foi conduzido pelo casal Delanoë. Estes investigadores chegaram à conclusão de 
que o organismo em questão era claramente distinto de T. cruzi e, desde logo, atribuíram-
lhe a designação de Pneumocystis carinii. Esta designação derivou do tropismo que o 
microrganismo apresentava para os pulmões (“Pneumo”), da sua forma quística típica 
(“cystis”) e de uma homenagem ao biólogo italiano António Carini (“carinii”), que havia 
proporcionado a investigação (Delanoë & Delanoë, 1912). 
Contudo, só em meados do século XX, Pneumocystis começou a ser reconhecido 
como um agente patogénico importante para os humanos, causando epidemias de 
pneumonia intersticial em bebés prematuros e subnutridos na Europa (Gajdusek, 1957; 
Goldman, Goldman & Goldman, 2005). Entre as décadas de 60 e 70 do século passado, 
foi também relatado um crescimento da frequência deste microrganismo em 
imunocomprometidos, especialmente em doentes oncológicos submetidos a regimes 
quimioterapêuticos ou anti-inflamatórios intensivos. No entanto, foi somente no início 
dos anos 80 do mesmo século que a infeção por Pneumocystis alcançou proeminência, 
com a ocorrência de pneumonia por Pneumocystis em jovens adultos do sexo masculino 
seropositivos para o vírus da imunodeficiência humana (VIH), conduzindo ao 
reconhecimento inicial da epidemia da síndroma de imunodeficiência adquirida (SIDA) 
(CDC, 1982). 
 
1.1.1 Espécies e taxonomia 
O género Pneumocystis inclui um grupo de organismos estreitamente relacionados, 
mas heterogéneos, que têm distribuição mundial. Este género tem sido encontrado em 
quase todas as espécies de mamíferos examinadas até ao momento, principalmente 
através de métodos baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês 
polymerase chain reaction). Contudo, apenas um número limitado de espécies de 
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Pneumocystis foram formalmente classificadas e denominadas de acordo com as regras 
do código internacional de nomenclatura botânica. Estas são: Pneumocystis jirovecii 
(anteriormente designado Pneumocystis carinii f. sp. hominis), causador de infeção em 
humanos e cuja nomenclatura homenageia o primeiro investigador a descrever a sua 
presença em humanos, Otto Jirovec (Frenkel, 1999); Pneumocystis carinii, causador de 
infeções em ratos e nomeado em homenagem a Antonio Carini (Frenkel, 1999); 
Pneumocystis murina, causador da infeção em murganhos (Keely et al., 2004); 
Pneumocystis wakefieldiae, causador da infeção também em ratos e nomeado em 
homenagem a Ann Wakefield (Cushion, Keely & Stringer, 2004); e Pneumocystis 
oryctolagi, agente causador de infeção em coelhos (Dei-Cas et al., 2006). Estas 
observações suportam a noção de que estes organismos são altamente omnipresentes e 
hospedeiro-específicos pois cada espécie de mamífero é infetada por, pelo menos, uma 
espécie de Pneumocystis específica. 
Outra das particularidades que torna este microrganismo enigmático, é a sua 
classificação taxonómica, que tem passado por mudanças dramáticas desde da sua 
descoberta. Inicialmente, acreditava-se amplamente que Pneumocystis era um 
protozoário, tendo em conta as suas características morfológicas e sensibilidade a 
fármacos ativos contra protozoários. Em 1988, a análise do locus da sua subunidade 16S 
do rRNA (do inglês, ribosomal ribonucleic acid) surgiu como a primeira evidência 
científica de que Pneumocystis pertencia ao reino Fungi (Edman et al., 1988). Este achado 
foi confirmado inequivocamente por todas as análises filogenéticas moleculares 
subsequentes (Redhead et al., 2006). No entanto, desde então a sua posição taxonómica 
dentro do reino Fungi tem variado em diferentes estudos, dependendo dos loci 
selecionados e das espécies de fungos envolvidas em cada um deles. 
A maioria dos estudos baseados em conjuntos de dados de genes únicos e espécies 
fúngicas comuns colocam Pneumocystis no filo de Ascomycota, com 
Schizosaccharomyces pombe ou Saccharomyces cerevisiae como os parentes mais 
próximos (Edman et al., 1988; Stringer et al., 1989; Baldauf & Palmer., 1993; Fletcher et 
al., 1994). Uma alteração da classificação taxonómica surgiu posteriormente com o 
crescente reconhecimento de uma linhagem Ascomycota divergente denominada 
Archiascomycetes (Nishida & Sugiyama, 1994) e posteriormente rebatizada de 
Taphrinomycotina (Eriksson & Winka, 1997), onde o género Pneumocystis foi inserido 
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(Figura 1). Ao longo das últimas décadas, análises filogenéticas crescentes baseadas em 
conjuntos de dados multi locus apoiam fortemente o agrupamento de Pneumocystis em 
Taphrinomycotina como um subfilo monofilético, onde as espécies que infetam roedores 
(P. carinii e P. murina) possuem proximidade filogenética mais forte entre si do que com 
a espécie que infeta os humanos (P. jirovecii) (Hibbett et al., 2007; Cissé, Pagni & 












Figura 1. Classificação taxonómica atual abreviada da espécie de Pneumocystis que 
infeta o ser humano - P. jirovecii (adaptado de Redhead et al., 2006). 
 
Apesar da já inequívoca demonstração filogenética da sua posição taxonómica no 
reino dos fungos, Pneumocystis é considerado um fungo atípico devido às diferenças 
substanciais que apresenta relativamente aos membros do mesmo reino.  
Após a sua reclassificação como fungo, foram feitos estudos para avaliar as atividades 
dos antifúngicos clássicos face a este microrganismo (Bartlett, Eichholtz & Smith, 1985; 
Bartlett et al., 1994b; Cushion, Chen & Klopfer, 1997). Inesperadamente, Pneumocystis 
demonstrou ser resistente a estes fármacos, presumivelmente devido a não possuir o 
esterol característico das membranas celulares da maioria dos fungos (ergosterol) e, ao 
invés, conter quantidades elevadas de colesterol na sua membrana (Kaneshiro et al., 1989; 
Bartlett et al., 1994b, Matos et al., 1999). Outra característica atípica importante de 
Pneumocystis é a morfologia pleomórfica e a fragilidade da parede celular da sua forma 
trófica, em contraste com a parede celular rígida da maioria dos fungos típicos. Análises 
genéticas mostraram a ausência de constituintes característicos das paredes celulares de 
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outros fungos em Pneumocystis o que o torna, presentemente, no único fungo que não 
possui quitina na sua parede celular (Ma et al., 2016). Por outro lado, os conceitos de 
trofozoíto e quisto não são apropriados para descrever etapas do ciclo de vida de um fungo 
típico unicelular, mas são os conceitos mais comummente utilizados na descrição do ciclo 
de vida de Pneumocystis (Vavra & Kucena, 1970; Vossen et al., 1978; Hasleton, Curry 
& Rankin, 1981; Matos et al., 1999; Aliouat-Denis et al., 2009). 
A nível genético, demonstrou-se que o rRNA de Pneumocystis é codificado por 
apenas um gene nuclear, ao contrário do que se verifica em outros fungos e na maioria 
dos eucariotas, que possuem centenas de cópias deste gene (Tang et al. 1998). 
A quarta característica atípica de Pneumocystis é a sua incapacidade de crescer em 
meio de cultura in vitro de forma estável, duradoura e reprodutível, apesar dos extensos 
esforços feitos com meios de cultura próprios para fungos ou mesmo meios de cultura 
com células de mamíferos (Matos et al., 1999; Schildgen et al., 2014; Matos, Tomás & 
Antunes, 2017; Liu, Fahle & Kovacs, 2018). Uma explicação possível para esta 
dificuldade pode ser encontrada na demonstração de que, comparativamente a outros 
fungos, Pneumocystis apresenta um genoma altamente compacto, com a consequente 
perda de muitas vias metabólicas, o que potencialmente o torna altamente dependente do 
seu hospedeiro para complementar essas perdas (Cissé, Pagni & Hauser, 2012; Ma et al., 
2016).  
Finalmente, outra característica única de Pneumocystis e que está relacionada com a 
sua dependência do hospedeiro, é a sua adaptação e possível coevolução com a espécie 
hospedeira. Como consequência, cada espécie de Pneumocystis parece capaz de infetar 
exclusivamente uma espécie hospedeira (Durand-Joly et al., 2002), o que mais uma vez 
o distingue de muitos fungos patogénicos que podem ser detetados em diversos nichos 
ambientais e em diferentes espécies hospedeiras. 
Em virtude do exposto, embora Pneumocystis tenha sido originalmente e durante 
muitos anos classificado como um protozoário, agora é inequivocamente reconhecido 
como um fungo na comunidade científica. Os seus aspetos controversos e enigmáticos, 
tornam este microrganismo fascinante e, ao mesmo tempo, difícil de estudar. Como a 
infeção causada no homem é provocada por P. jirovecii, seguir-se-á uma caracterização 




1.1.2  Biologia de Pneumocystis jirovecii 
1.1.2.1 Morfologia e ciclo de vida 
Embora Pneumocystis tenha sido identificado há mais de 100 anos, o seu ciclo de vida 
permanece pouco compreendido, em grande parte devido à incapacidade de se cultivar o 
organismo continuamente in vitro.  
Como parasitas extracelulares, P. jirovecii tem sido encontrado quase exclusivamente 
no espaço alveolar dos pulmões humanos. Aqui, o seu ciclo de vida putativo contempla 
fases de reprodução sexuada e assexuada, com duas formas de desenvolvimento 
principais identificadas durante a infeção, embora vários estádios intermediários tenham 
sido reconhecidos: a forma trófica, que é pleomórfica, com parede celular fina e flexível, 
haplóide e a forma de desenvolvimento mais abundante dos estádios do ciclo de vida 
(90% a 98% da população); e o asco (ou esporo, anteriormente designado forma quística), 
que existe tipicamente em baixa quantidade (2% a 10%) e que é arredondado, dotado de 
uma parede celular espessa e que contem no seu interior até oito células-filhas (os 
ascósporos) (Vavra & Kucena, 1970; Vossen et al., 1978; Hasleton, Curry & Rankin, 
1981; Aliouat-Denis et al., 2009; Matos, Tomás & Antunes, 2017; Hauser & Cushion, 
2018). Acredita-se que a forma trófica se reproduz assexuadamente por fissão binária, e 
talvez por endogenia, um processo reprodutivo que permanece pouco caracterizado e que 
foi relatado em apenas dois estudos (Vossen et al., 1978; Yoshida, 1989). Por outro lado, 
a forma trófica evolue para asco através de uma fase sexuada do seu ciclo de vida (fase 
putativa, ainda não demonstrada). Duas formas tróficas haplóides unem-se dando origem 
a uma forma trófica diplóide, que entra em meiose seguida de mitose culminando na 
produção de oito ascósporos. Estes ascósporos são libertados após rutura do asco maduro, 
dando origem a novas formas tróficas, capazes de retomar o ciclo de vida (figura 2).  
Apesar deste ciclo de vida ser ainda especulativo, estudos recentes vieram mostrar 
que a inibição da fase sexuada em modelos roedores (Cushion et al., 2010), resulta na 
interrupção da transmissão da infeção e que na presença de bloqueio do ciclo sexuado, as 
formas tróficas adquirem preferencialmente uma forma de “latência” em vez de uma 
forma de replicação assexuada (Cushion et al., 2010; Hauser & Cushion, 2018), sugerindo 
que a fase de reprodução sexuada não só é obrigatória, como necessária para a transmissão 
do fungo. Por outro lado, estes autores sugerem que o ciclo assexuado pode só ser ativado 
sob certas circunstâncias como a primoinfeção, devido à abundância de nutrientes, ou 
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durante a colonização, devido a uma resposta imunitária fraca por parte do hospedeiro 




Figura 2. Representação esquemática do ciclo de vida de Pneumocystis jirovecii no 
alvéolo pulmonar. Estão propostas fases de reprodução assexuada (A), cujo processo 
ainda não foi esclarecido completamente, e de reprodução sexuada (fase putativa) (B) 
deste organismo (imagem adaptada de CDC, 2019).  
 
Nos indivíduos infetados, as formas tróficas encontram-se frequentemente agrupadas 
ou firmemente ligadas a pneumócitos do tipo I dos alvéolos pulmonares, sendo facilmente 
identificadas devido à sua forma pleomórfica. As suas dimensões variam 
aproximadamente entre 2 a 10 micrómetros (µm) de diâmetro, apresentando uma parede 
celular fina e flexível (com cerca de 20 a 30 nanómetros [nm] de espessura) e cada forma 
trófica contém um único núcleo, que é circundado por organelos citoplasmáticos 
(mitocôndrias, retículo endoplasmático rugoso e liso, vesículas de Golgi e vacúolos 
citoplasmáticos) (Vossen et al., 1978; Yoshikawa, Morioka & Yoshida, 1987). Na 
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superfície da forma trófica, existem muitas protuberâncias, denominadas extensões 
tubulares ou filopódias, que muitas vezes se projetam em direção à célula hospedeira ou 
penetram nas invaginações da célula hospedeira (Vavra & Kucena, 1970; Vossen et al., 
1978; Yoshikawa, Morioka & Yoshida, 1987; Yoshida, 1989; Matos et al., 1999). As 
suas funções permanecem desconhecidas, mas tem sido proposto que possam ser 
importantes na fixação, nutrição e locomoção do organismo (Vavra & Kucena, 1970; 
Henshaw, Carson & Collier, 1985; Aliouat-Denis et al., 2009). Uma representação 









Figura 3. Representação esquemática das principais estruturas da forma trófica de uma 
célula de P. jirovecii (adaptado de Matos et al., 1999 e de Matos, Tomás & Antunes, 
2017). 
 
Após a inalação, os ascos são presumivelmente depositados nos alvéolos pulmonares 
do hospedeiro. Estas formas são facilmente identificáveis devido à sua morfologia 
esférica (aproximadamente com 5 a 8 µm de diâmetro) e à sua parede celular espessa e 
lisa (com cerca de 100 a 160 nm de espessura) (Vavra & Kucera 1970; Yoshida, 1989; 
Matos et al., 1999). A porção interna do asco, possui uma matriz constituída por 
mitocôndrias, ribossomas, vacúolos vazios e restos de membrana. Quando maduros, os 
ascos possuem oito ascósporos (designados anteriormente corpos intraquísticos) no seu 
interior, que possuem formas esféricas ou elipsoides alongadas (1-2 μm de diâmetro), 
com um núcleo localizado centralmente. A parede celular dos ascos forma uma espécie 
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de fenda, que se pensa poder estar relacionada com o fenómeno de libertação destes 
ascósporos, pois nesta zona localiza-se uma estrutura semelhante a um orifício, cuja 
função e o processo de diferenciação não são conhecidos (Ruffolo, Cushion & Walzer, 
1989).  Também ainda não está claro o porquê e qual a importância destas diferenças 
estruturais dos ascósporos, embora alguns autores sugiram que a forma alongada poderá 
representar uma estrutura de latência do parasita, adaptada para a transmissão entre 
hospedeiros (Vavra & Kucera, 1970). Uma representação estrutural dos ascos de P. 
jirovecii está presente na figura 4. 
 
Figura 4. Representação esquemática das principais estruturas dos ascos de P. jirovecii 
(adaptado de Matos et al., 1999 e de Matos, Tomás & Antunes, 2017). 
 
A evolução de Pneumocystis fora do hospedeiro mantém-se desconhecida, como tal, 
não se conhecem fases do ciclo de vida no ambiente. 
 
1.1.2.2 Transmissão 
Atualmente, ainda não está definida claramente a via de transmissão de P. jirovecii. 
No entanto, estudos de biologia molecular em Pneumocystis têm permitido avanços no 
entendimento das seguintes questões básicas: qual o reservatório, qual a forma infeciosa 
e como se transmite a infeção por Pneumocystis?  
No que respeita à questão “qual o reservatório de Pneumocystis?”, inicialmente 
punha-se a hipótese de a infeção por Pneumocystis spp. ser uma zoonose, em grande parte 
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devido à semelhança morfológica entre as espécies de Pneumocystis e devido à sua ampla 
distribuição entre os mamíferos (Kucera, 1967). No entanto, relatos crescentes da 
incapacidade de transmitir experimentalmente Pneumocystis entre várias espécies de 
mamíferos (Gigliotti et al., 1993; Aliouat et al., 1994; Atzori et al., 1999; Durand-Joly et 
al., 2002), bem como a descoberta de diferenças genéticas significativas entre os 
organismos de Pneumocystis de diferentes espécies animais (Sinclair et al., 1991; 
Weinberg & Durant, 1994), levaram ao reconhecimento de que Pneumocystis é espécie-
específico.  
A teoria seguinte baseou-se na procura de reservatórios ambientais. Esta questão foi 
abordada em diversos estudos, a maioria dos quais realizados em amostras de ar. Nestes 
estudos, foi detetada a presença de ADN do fungo em amostras de ar proveniente de 
instalações que alojavam animais infetados por Pneumocystis (Bartlett et al., 1994a; 
Olsson et al., 1996; Wakefield, 1996; Latouche et al., 1997; Philippe et al., 1999; Menotii 
et al., 2003), tendo mesmo alguns autores chegado a demonstrar que os genótipos 
presentes nas amostras de ar eram idênticos aos presentes nos pulmões dos animais 
infetados (Latouche et al.,1997, Philippe et al., 1999). Adicionalmente, surgiram relatos 
da deteção de ADN de P. jirovecii no ar de residências e quartos hospitalares que 
acomodavam doentes com PPc, onde os genótipos provenientes das amostras de ar 
apresentavam semelhança com os provenientes dos pulmões dos doentes da mesma sala 
(Olsson et al., 1996; Bartlett et al., 1997; Damiani et al., 2012; Fréalle et al., 2017). 
Igualmente, o registo de pequenos surtos epidémicos de PPc em doentes internados em 
hospitais, assim como a relativa facilidade com que se encontra descrita colonização por 
Pneumocystis em animais, profissionais de saúde e outros humanos saudáveis (Singer et 
al. 1975; Fenelon et al. 1985; Goesch et al. 1990; Olsson et al. 1996; Barttlett et al. 1997; 
Wakefield et al., 2003; Rabodonirina et al., 2004; Medrano et al., 2005; Gianella et al., 
2010; Morris & Norris, 2012), põem em evidência a possibilidade de existência de 
organismos de Pneumocystis viáveis no ar, assim como a possibilidade do próprio 
hospedeiro servir de reservatório e fonte de propagação da infeção. Apesar de esta ser a 
teoria mais aceite atualmente, a sua confirmação carece ainda da identificação de 
organismos intactos e viáveis no ar, o que se tem demonstrado um desafio, devido à baixa 
carga fúngica do organismo no ar e à incapacidade de cultivar Pneumocystis in vitro.  
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Relativamente à questão “qual a forma infetante de P. jirovecii?”, análises recentes 
do genoma de Pneumocystis têm demonstrado que este fungo evoluiu como parasita 
obrigatório, o qual depende do pulmão do hospedeiro para fornecimento estável de gás e 
nutrientes, e para a sua proteção contra agentes de stress como variações de pH, 
temperatura ou pressão osmótica (Hauser et al., 2010; Cissé, Pagni & Hauser, 2014; Ma 
et al., 2016). Como a forma trófica parece ser incapaz de sobreviver num ambiente hostil, 
fora do pulmão humano, os ascos com a sua parede celular rígida têm sido apontados 
como a forma infetante mais provável de Pneumocystis. Esta teoria recebeu reforço, 
recentemente, com o desenvolvimento de estudos de inibição da produção do maior 
constituinte da parede celular dos ascos, o β-1,3-D-glucano (doravente designado β-
glucano), em ratos e murganhos imunocomprometidos (Cushion et al., 2010). Neste 
estudo, os animais que sofreram tratamento com o inibidor, somente possuíam formas 
tróficas nos seus pulmões, não sendo capazes de transmitir a infeção a outros animais. 
Por outro lado, animais infetados por Pneumocystis que não foram submetidos ao 
tratamento de inibição, mostraram capacidade de transmitir a infeção. Estes factos apoiam 
fortemente a hipótese de os ascos serem a forma infeciosa desta patologia, apresentando 
capacidade de sobrevivência no ar exterior, pelo menos transitoriamente ou num estado 
de dormência, após a sua expiração pelo hospedeiro infetado.  
Existe, portanto, evidência de que a infeção é adquirida por inalação de ascos e que 
a via aérea é a principal forma de transmissão. No entanto, a pergunta “como é feita esta 
transmissão?” permanece sem resposta. Em vez disso, questões específicas vão surgindo: 
a transmissão é feita diretamente de hospedeiro para hospedeiro ou envolve um 
reservatório ambiental? A infeção é fruto da reativação de uma infeção latente no alvéolo 
pulmonar, ou de uma infeção de novo?  
Já se discutiu que é provável que este agente seja transmitido através da sua 
disseminação por via aérea pelos hospedeiros infetados. No entanto, a sua viabilidade no 
meio exterior ainda não foi demonstrada. Dados revelam que a carga de P. jirovecii nas 
amostras de ar diminui à medida que a distância dos doentes com PPc aumenta (Choukri 
et al., 2010), sugerindo que o contacto próximo pessoa a pessoa pode facilitar a 
transmissão. No entanto, a existência de reservatórios ambientais de P. jirovecii não está 




A evidência de que, uma vez adquirido, P. jirovecii pode manter-se no pulmão do 
hospedeiro imunocompetente sem causar sintomatologia, uma vez que o sistema 
imunológico intacto controla com sucesso a infeção clínica sem eliminar o 
microrganismo (Nevez et al. 1997; Sing et al. 1999; Chabé et al. 2004), conduziu a que 
se considerasse que os casos de PPc seriam resultado da reativação de uma infeção latente 
no alvéolo pulmonar. Outras evidências epidemiológicas a favor desta teoria incluem a 
alta prevalência de anticorpos anti-Pneumocystis em crianças saudáveis no início de vida 
(Peglow et al., 1990; Wakefield et al., 1990a), a alta prevalência de colonização por 
Pneumocystis em recém-nascidos (Beard et al., 2005) e a alta prevalência de PPc em 
crianças imunocomprometidas (Simonds et al., 1995; Goldman, Goldman & Goldman, 
2005). Contudo, outros estudos suportam a ideia de que P. jirovecii pode ser adquirido 
de novo, contrariando a teoria da infeção latente como principal mecanismo de infeção. 
A presença de ADN de Pneumocystis em amostras de ar (Olsson et al., 1996; Bartlett et 
al., 1997; Damiani et al., 2012; Fréalle et al., 2017), a demonstração de transmissão 
animal a animal sob condições controladas (Cushion et al., 2010) e a ocorrência de surtos 
nosocomiais ou geográficos de PPc em doentes imunocomprometidos (Dohn et al., 2000; 
Rabodonirina et al., 2004; Gianella et al., 2010; de Boer, de Fijter & Kroon, 2011), são 
algumas das evidências que apoiam a possibilidade de aquisição de uma infeção de novo. 
No entanto, é difícil diferenciar esses dois mecanismos simplesmente com base em dados 
epidemiológicos. Estudos mais recentes de biologia molecular têm apoiado a teoria de 
infeção recente com a demonstração de diferentes genótipos entre o primeiro e o segundo 
episódios de PPc em doentes com infeção recorrente (Keely et al., 1995; Keely et al., 
1996; Tsolaki et al., 1996); surtos de PPc causados por uma única estirpe dentro de um 
ou mais centros de transplantes de órgãos (Sassi et al., 2012; Mulpuru et al., 2016; 
Vindrios et al., 2017); e a ocorrência de mutações associadas à resistência a fármacos em 
doentes sem exposição prévia a esses fármacos (Ma et al., 1999; Huang et al., 2000; 
Matos & Esteves, 2010; Ponce et al., 2017). Contudo, também existem resultados de 
estudos de genotipagem a fornecer evidências a favor da reativação da infeção latente, ao 
demonstrarem a presença dos mesmos genótipos entre o primeiro e segundo episódios em 
doentes com infeção recorrente (Tsolaki et al., 1996) ou a alta diversidade de genótipos 
entre diferentes doentes (Ripamonti et al., 2009). Estes achados, juntamente com o alto 
nível de adaptação ao ambiente pulmonar e especificidade estrita de hospedeiro por parte 
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de P. jirovecii, sugerem possível colonização e persistência em estado latente do 
microrganismo nos pulmões do hospedeiro. 
Assim, embora existam, em alguns casos, fortes evidências de aquisição recente, a 
reativação em outros casos não pode ser excluída. Pelo que, atualmente é assumido que 
ambos os mecanismos possam ocorrer.  
  
1.1.3 Fisiopatologia da infeção por Pneumocystis jirovecii 
A patogénese da pneumonia por Pneumocystis pode ser dividida em quatro fases: 
estabelecimento da infeção, proliferação do microrganismo, alterações no microambiente 
alveolar e resposta imunitária do hospedeiro (Walzer, 1994; Thomas & Limper, 2004). 
P. jirovecii é um fungo que exibe tropismo altamente definido para os pulmões 
humanos, produzindo infeção como agente extracelular no espaço alveolar (Gigliotti & 
Wright, 2005; Thomas & Limper, 2004). Assim, a infeção começa por se estabelecer com 
a ligação preferencial das formas tróficas aos pneumócitos do tipo I e, em menor grau, 
aos pneumócitos do tipo II dos alvéolos pulmonares, através da interdigitação das suas 
membranas celulares com as das células hospedeiras (Gigliotti & Wright, 2005; Skalski, 
Kottom & Limper, 2015). Esta interação, conduz ao aumento da proliferação de 
Pneumocystis e, ao mesmo tempo, à inibição do crescimento das células epiteliais 
alveolares (Limper & Martin, 1990; Limper et al., 1998; Skalski, Kottom & Limper, 
2015). Consequentemente, à medida que a infeção evolui, o microambiente alveolar fica 
marcado por danos pulmonares mediados direta e indiretamente por Pneumocystis 
(Wright & Gigliotti, 2005). Embora os mecanismos de lesão direta não sejam claros, 
estudos indicam que a libertação de várias enzimas proteolíticas e glicolíticas pelo 
microrganismo possam estar na origem dos danos colaterais no pulmão do hospedeiro 
(Hayes et al., 1991; Breite, Bailey & Martin, 1993; Sukura et al., 1995; Atzori et al., 
1999; Choi et al., 2000; Fox & Smulian, 2001; Kutty & Kovacs, 2003). Por sua vez, os 
danos indiretos são fruto da resposta imunitária do hospedeiro. Esta resposta, apesar de 
necessária para o controlo da infeção, pode causar ou exacerbar os sintomas da doença. 
Por exemplo, doentes com maior competência imunológica, acabam por controlar melhor 
a carga fúngica de Pneumocystis, mas por sofrer lesões inflamatórias maiores do que os 
doentes imunocomprometidos. Naturalmente, doentes com imunossupressão mais grave 
acabam por sofrer menos complicações inflamatórias, mas ficam mais suscetíveis a 
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efeitos diretos de cargas mais elevadas do microrganismo (Limper et al., 1989; Gigliotti 
& Wright, 2005; Gigliotti, Limper & Wright, 2014). 
 
1.1.3.1 Resposta imunitária do hospedeiro à infeção por Pneumocystis jirovecii   
Como P. jirovecii tem tropismo para o espaço alveolar dos pulmões humanos, as 
células responsáveis pela imunidade inata local, são a primeira linha de defesa do 
hospedeiro para controlar o microrganismo e prevenir a infeção. Aqui, podemos contar 
com a atuação dos macrófagos alveolares, das células dendríticas, dos neutrófilos e das 
células epiteliais pulmonares (Kelly & Shellito, 2010; Matos, Tomás & Antunes, 2017). 
Os macrófagos alveolares, como células fagocíticas, reconhecem padrões moleculares 
dos agentes patogénicos localizados à superfície dos microrganismos através de recetores 
de reconhecimento. Entre estes recetores, o recetor da manose é um dos mais importantes, 
pois é capaz de reconhecer a glicoproteína major de superfície de Pneumocystis (Msg, do 
inglês major surface glycoprotein), a qual é a proteína de superfície de P. jirovecii mais 
abundante. Os recetores do β-glucano, são outra classe de recetores muito importante, na 
medida em que fazem o reconhecimento deste componente que está presente na parede 
celular dos ascos de Pneumocystis em grande abundância (Ezekowitz, et al., 1991; Steele 
et al., 2003; Brown & Gordon, 2005; Kelly & Shellito, 2010; Matos, Tomás & Antunes, 
2017). A interação destes recetores com os respetivos antigénios de superfície do 
microrganismo, conduz à ativação do macrófago com subsequente fagocitose e destruição 
do agente patogénico. A pressão oxidativa dos macrófagos, a libertação de óxido nítrico 
e de intermediários reativos de azoto, têm mostrado ser os principais mecanismos 
responsáveis pela destruição de P. jirovecii no interior do fagócito (Hidalgo et al., 1992; 
Laursen et al., 1994; Limper, Hoyle & Standing, 1997; Steele et al., 2003). Além disso, 
a ativação destas células conduz à produção de uma ampla variedade de mediadores pró-
inflamatórios que, além de auxiliarem na erradicação do microrganismo pelo hospedeiro 
e na ativação do sistema imunológico adaptativo, também promovem respostas 
inflamatórias que levam à lesão pulmonar (Limper, Hoyle & Standing, 1997). O papel 
fulcral destes fagócitos no controlo da infeção é suportado por diversos estudos que 
mostram uma correlação inversa entre o número de macrófagos alveolares e a progressão 




Além dos macrófagos locais, também as células dendríticas são importantes células 
imunitárias efetoras no pulmão. Situadas no epitélio das vias aéreas, nos septos alveolares 
e ao redor dos vasos sanguíneos pulmonares, estas células são rápidas a responder aos 
antigénios inalados. Como células apresentadoras de antigénios, quando ativadas 
produzem citocinas e migram para os gânglios linfáticos, onde ativam a resposta das 
células T aos antigénios (Kelly & Shellito, 2010). 
Também os neutrófilos estão associados ao processo inflamatório e têm sido 
relacionados com uma progressão mais grave da doença. De facto, a inflamação e a 
diminuição da função pulmonar, causadas por Pneumocystis em indivíduos seropositivos 
para VIH, foram correlacionadas com contagens altas de neutrófilos (Jensen et al., 1991; 
Sadaghdar, Huang & Eder, 1992).  
Por fim, as células epiteliais do pulmão são também fundamentais na patogénese da 
infeção por Pneumocystis, uma vez que os pneumócitos do tipo I são as células de eleição 
para a adesão do microrganismo. A ligação do microrganismo a estas células é facilitada 
pela presença de fibronectina e vitronectina, glicoproteínas presentes na matriz 
extracelular das células do hospedeiro, as quais se ligam à superfície das células de 
Pneumocystis, permitindo a invaginação das membranas celulares deste microrganismo 
no epitélio alveolar (Pottratz & Martin, 1990; Pottratz et al., 1991; Limper et al., 1993). 
Como todas as células epiteliais, os pneumócitos são capazes de secretar citocinas 
inflamatórias e quimiocinas, em resposta ao stress causado pelo agente patogénico, 
ajudando a despoletar uma resposta imunitária adaptativa. 
Quando a imunidade adaptativa é ativada, as células T CD4+ desempenham um papel 
central, estando tal bem esclarecido através de fortes correlações entre a diminuição do 
número destas células e o risco aumentado de desenvolvimento de PPc (Phair et al., 1990; 
Mansharamani et al., 2000). Contudo, os mecanismos pelos quais estas células 
contribuem para a eliminação do agente patogénico, não se encontram tão bem 
esclarecidos. Estudos em modelos animais com imunodeficiência severa combinada, 
demonstraram que estas células desempenham um papel fulcral no recrutamento e 
ativação de células efetoras responsáveis pela eliminação do microrganismo. Na ausência 
de células T CD4+, os modelos animais desenvolveram infeção grave por Pneumocystis 
apesar da presença de neutrófilos e macrófagos pulmonares funcionais (Roths et al., 1990; 
Wright et al., 1999). Porém, quando reconstituídos com células T CD4+, os animais foram 
Capitulo 1 
17 
capazes de recuperar, eliminando a infeção, o que indica que a ativação das células 
efetoras mediada por células T CD4+ é necessária para a defesa efetiva do hospedeiro 
contra Pneumocystis (Harmsen & Stankiewicz, 1990; Beck & Harmsen, 1998). Contudo, 
a subpopulação específica de células T CD4+ necessária à resolução da infeção permanece 
por esclarecer, pois o recrutamento pulmonar de ambas as populações Th1 e Th2 (do 
inglês, t helper 1 e 2) são descritas pelos autores após infeção experimental com 
Pneumocystis em modelos animais (Shellito et al., 2000; Shipley et al., 2010). 
No que respeita às células T CD8+, sabe-se que funcionam em conjunto com as células 
T CD4+ numa resposta imunitária normal, eficaz contra a infeção por Pneumocystis. No 
entanto, tem havido muito debate sobre se o seu envolvimento é protetor ou prejudicial, 
particularmente nas situações de deficiência de células T CD4+. Estudos em modelos 
animais demonstraram que animais desprovidos de células T CD4+, apresentavam um 
influxo de células T CD8+ no pulmão em resposta à infeção por Pneumocystis. Contudo, 
este influxo não é suficiente para o controlo da infeção (Beck et al., 1991). Animais 
desprovidos de ambos os tipos de células T (CD4 e CD8), apresentaram uma carga 
fúngica maior nos pulmões do que aqueles que eram capazes de produzir células T CD8+, 
sugerindo que estas células de algum modo têm um papel de proteção parcial contra 
Pneumocystis no contexto de deficiência ou disfunção das células T CD4+ (Beck et al., 
1996). 
Embora o maior fator de risco para o desenvolvimento da PPc seja a falta de 
imunidade relacionada com as células T, estudos em modelos experimentais com 
deficiências na produção ou número de células B vieram mostrar que estas células 
também desempenham um papel no combate a este microrganismo (Marcotte et al., 1996; 
Lund et al., 2003; Lund et al., 2006; Hugle et al., 2010; Kurokawa, Kaya & Yoshida, 
2010). A principal dúvida quanto à proteção mediada pelas células B é se ela tem origem 
na produção de anticorpos específicos anti-Pneumocystis, ou se tem origem na ativação 
das células T CD4+ por estas células. 
A descrição de casos de PPc em doentes com mutações genéticas que afetam a 
produção de imunoglobulinas (Milledge et al., 2003), juntamente com relatos de 
seropositividade elevada para P. jirovecii em indivíduos saudáveis com infeção 
assintomática por este microrganismo (Morris & Norris, 2012), assim como de  
seroprevalência de anticorpos IgM e IgG anti-P. jirovecii em imunocomprometidos com 
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infeção ativa ou passada por P. jirovecii (Daly et al., 2002; Bishop & Kovacs, 2003; Daly 
et al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et al., 2009; Tipirneni et al., 2009; Walzer et al., 
2009; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011; Blount et al., 2012; Djawe et al., 2013; 
Tomás et al., 2016; Tomás et al., 2019),  fornecem forte evidência de que a imunidade 
humoral é um componente crítico da imunidade protetora contra este agente patogénico. 
Por outro lado, estudos demonstraram que modelos animais com imunodeficiência severa 
combinada tratados com células T CD4+ provenientes de animais desprovidos de células 
B funcionais (Lund et al., 2006) não foram capazes de controlar eficazmente a infeção 
por Pneumocystis. Em conjunto, estes dados mostram que os anticorpos desempenham 
um papel crucial no controlo da infeção, mas também indicam que a interação das células 
B com as células T CD4+ é necessária para a eliminação do microrganismo dos pulmões. 
Além de todos os intervenientes de imunidade celular, várias citocinas e quimiocinas, 
libertadas por todas as células nucleadas, participam também na resposta do hospedeiro 
e fornecem um mecanismo de comunicação intercelular que não é dependente de contacto 
(Thomas & Limper, 2004; Kelly & Shelitto, 2010; Matos, Tomás & Antunes, 2017). Elas 
participam na manutenção de um equilíbrio crucial entre a eliminação das células de 
Pneumocystis e a modulação da resposta inflamatória a este agente patogénico. 
Estes factos mostram que a resposta imunitária à infeção por Pneumocystis depende 
de uma interação dinâmica entre quase todos os elementos do sistema imunológico. A 
imunidade celular inata é fundamental no reconhecimento inicial do agente patogénico, 
que resulta na eliminação do mesmo e na ativação da resposta adaptativa. A imunidade 
adaptativa, por sua vez, é crucial na amplificação da resposta celular inata, no controlo da 
infeção e na criação de memória imunológica contra o fungo invasor. 
 
1.1.3.2 Mecanismos de evasão à resposta imunitária do hospedeiro  
Avanços recentes em tecnologias de biologia molecular, permitiram sequenciar o 
genoma de P. jirovecii (Cissé, Pagni & Hauser, 2012; Ma et al., 2016). Estes 
conhecimentos aliados à perceção de que P. jirovecii evoluiu de forma a habitar os 
alvéolos pulmonares do hospedeiro durante longos períodos de tempo, conduziu a 
descobertas relativas ao mecanismo de variação antigénica de Pneumocystis. 
A superfície da parede celular quer da forma trófica quer dos ascos de Pneumocystis 
é constituída por uma glicoproteína de superfície principal (Msg), codificada por uma 
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família de oito genes multi-cópia, com um número estimado de 1 a 80 cópias por genoma 
(Ma et al., 2016; Hauser, 2019). Estes genes encontram-se agrupados em conjuntos, nos 
telómeros dos cromossomas de P. jirovecii (Keely et al., 2005; Stringer, 2007; Keely & 
Stringer, 2009; Hauser, 2019). Esta sua localização pode ser estratégica, na medida em 
que estas regiões cromossómicas são mais propensas ao silenciamento de genes, à 
ocorrência de mutagénese e ao favorecimento de recombinações ectópicas, que culminam 
na criação de antigénios em mosaico (Barry et al., 2003; Deitsch, Lukehart & Stringer, 
2009; Hauser, 2019). O que se sabe realmente é que graças a esta família de genes, 
Pneumocystis é capaz de expressar células com antigénios de superfície diferentes entre 
si, no mesmo momento da infeção, o que permite a fuga à imunidade do hospedeiro 
durante a colonização (Hauser, 2019). Os estímulos que conduzem a este fenómeno não 
foram, até ao momento, esclarecidos. Contudo, esta variação parece ocorrer através de 
um mecanismo de regulação da transcrição e de um rearranjo genómico complexo, que 
resulta numa expressão de variantes mosaico da família de genes da Msg (Stringer & 
Keely, 2001). Alguns autores chegam a acreditar que aproximadamente 5% do genoma 
de Pneumocystis, está somente dedicado a este mecanismo de evasão (Hauser, 2019). 
Esta estratégia de variação antigénica é substancialmente diferente da apresentada por 
outros agentes patogénicos cujo local de infeção é estéril, como é o caso de Plasmodium 
spp. ou Trypanossoma cruzi, que são parasitas sanguíneos. Estes microrganismos, devido 
à forte reação imunológica dirigida a qualquer agente externo que rompa a esterilidade 
do sangue, adotam a estratégia de produzir populações de células com antigénios 
homogéneos entre si, provocando uma mudança na isoforma desses antigénios, quando 
são reconhecidos pelo sistema imunológico do hospedeiro. No caso de Pneumocystis, 
uma vez que é comum a entrada de bactérias e esporos fúngicos nos pulmões humanos 
durante a respiração, o sistema imunológico do hospedeiro é mais tolerante a baixas 
cargas fúngicas. Assim, Pneumocystis ao apresentar a maioria das suas células com uma 
composição antigénica diferente, mimetiza uma baixa abundância das suas células. Este 
mecanismo é extremamente importante no estabelecimento da infeção e em eventos de 
colonização dos pulmões do hospedeiro, uma vez que ilude a perceção do sistema 
imunológico do hospedeiro relativamente à carga fúngica de Pneumocystis, permitindo a 




1.1.4 Manifestações clínicas da pneumonia por Pneumocystis jirovecii 
Dada a afinidade deste microrganismo para as células epiteliais (pneumócitos) do tipo 
I dos alvéolos pulmonares humanos, as manifestações pulmonares são as mais frequentes 
e comuns numa infeção causada por este agente. No hospedeiro imunocompetente, o 
controlo da infeção é a regra, não havendo consequências clínicas. Contudo, quando o 
sistema imunológico se encontra fragilizado, a probabilidade deste microrganismo se 
tornar ativo e se desenvolver em grande quantidade é aumentada. Assim, à medida que a 
infeção evolui, o espaço alveolar começa a ser preenchido por células epiteliais lesadas 
ou hipertrofiadas, por um exsudato que preenche os alvéolos uniformemente e por formas 
de desenvolvimento de Pneumocystis (Walzer, 1994). Este processo conduz à hipoxemia 
e possivelmente a uma insuficiência respiratória capaz de originar a morte do hospedeiro 
imunocomprometido (Moe & Hardy, 1994; Thomas & Limper, 1998; Thomas & Limper, 
2004; Calderón et al., 2010; Matos, Tomás & Antunes, 2017). 
Os sintomas da pneumocistose são geralmente febre (38°C a 40°C), dispneia e tosse 
regra geral não produtiva ou com a produção de pequenas quantidades de expectoração 
(Barry & Johnson, 2001). No entanto, os sintomas diferem muito de doente para doente, 
consoante o seu historial clínico. Nos seropositivos para VIH, as manifestações mais 
comuns têm início subagudo com dispneia progressiva, aumento variável da temperatura 
corporal, tosse não produtiva e evidência de desconforto respiratório, que se prolongam 
por semanas. Para estes doentes, a PPc é muitas vezes a doença definidora de sida, pois 
ocorre normalmente quando a contagem de células T CD4+ diminui para níveis inferiores 
a 200 células/mm3 de sangue. (Huang, 2005; Calderón et al., 2010; Matos, Tomás & 
Antunes, 2017). Nos doentes imunocomprometidos seronegativos para VIH, os sintomas 
surgem de forma mais abrupta, podendo progredir rapidamente para a insuficiência 
respiratória, apesar da carga fúngica presente nos pulmões destes doentes ser, por norma, 
inferior à verificada em doentes com sida (Kovacs et al., 1984; Hughes, 2005; Matos, 
Tomás & Antunes, 2017). 
As alterações dos exames auxiliares de diagnóstico associadas a esta patologia são, 
normalmente, a aumento da lactato desidrogenase (LDH, do inglês lactate 
dehydrogenase) para níveis superiores a 500 mg/dL (Smith et al., 1988; Zaman et al., 
1988; Matos, Tomás & Antunes, 2017); alteração da radiografia do tórax com a presença 
de infiltrados intersticiais bilaterais simétricos e difusos (Selwyn et al., 1998; Matos, 
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Tomás & Antunes, 2017); e alteração da gasimetria arterial, com diminuição da pressão 
parcial do oxigénio (PaO2) para níveis inferiores a 65 milímetros de mercúrio (mmHg), 
provocada pela dificuldade nas trocas gasosas (Barry &Johnson, 2001; Matos, Tomás & 
Antunes, 2017).  
Apesar dos sintomas e das alterações dos exames auxiliares de diagnóstico serem 
sugestivos da presença de infeção por Pneumocystis, não são patognomónicos da PPc, 
pelo que a avaliação clínica fornece somente um diagnóstico presuntivo desta patologia.  
Além da infeção pulmonar característica, a presença de P. jirovecii tem vindo a ser 
descrita noutros órgãos e tecidos, em doentes imunocomprometidos. Estas manifestações 
são raras e normalmente concomitantes com localização pulmonar do microrganismo, o 
que sugere disseminação sistémica a partir do pulmão em doentes que apresentam um 
estado de imunossupressão muito grave, sem profilaxia ou com profilaxia com 
pentamidina (Raviglione, 1990; Ng, Yajko & Hadley, 1997; Hof, 2012). 
 
1.1.5 Dados epidemiológicos e importância clínica da infeção por Pneumocystis 
jirovecii na saúde pública mundial  
Em 2017, o Global Action Fund for Fungal Infection (GAFFI) reuniu uma lista de 
doenças fúngicas que são de importância prioritária para a saúde pública global (GAFFI, 
2017). Neste relatório, a pneumonia por Pneumocystis surge como a segunda infeção 
fúngica invasiva mais frequente com elevado índice de mortalidade associado, prevendo-
se que a prevalência global desta patologia seja superior a 400.000 casos anuais em todo 
o mundo (Brown et al., 2012; Armstrong, Meintjes & Brown, 2014; Bongomin et al., 
2017). 
Nos países industrializados a implementação generalizada da quimioprofilaxia contra 
Pneumocystis e da terapêutica anti retrovírica combinada (TARVc), durante as últimas 
três décadas, provocou diminuição acentuada na incidência da PPc nos doentes infetados 
por VIH (Miller, Huang & Walzer, 2013). Contudo, esta patologia continua a ser a doença 
definidora de sida mais comummente diagnosticada em doentes infetados por VIH, quer 
nos Estados Unidos da América (EUA), quer na Europa (Huang et al., 2011; 
ECDC/WHO, 2018). Este facto pode dever-se à elevada morbilidade verificada nos 
infetados por VIH que não têm acesso à TARVc ou em casos em que esta terapêutica não 
é eficaz ou tolerada. Por outro lado, doentes que desconhecem o seu estado de 
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seropositividade para VIH ou que, por medo de estigmatização, optam por não procurar 
atendimento médico, contribuem também para estes números. 
Por outro lado, o aumento do uso de agentes quimioterapêuticos e imunossupressores, 
tem conduzido ao aumento da incidência e prevalência da PPc nos doentes 
imunocomprometidos não infetados por VIH daqueles países (Nüesch, Bellini & 
Zimmerli, 1999; Overgaard & Helweg-Larsen, 2007; Morris, Sciurba & Norri, 2008; 
Mori & Sugimoto, 2012; Avino, Naylor & Roecker, 2016). A incidência de PPc entre 
indivíduos com doença hematológica do foro oncológico, tumores sólidos, doenças 
autoimunes e transplantados tem aumentado progressivamente (Rodriguez & Fishman, 
2004; Monnet et al., 2008; Maini et al., 2013; Bienvenu et al., 2016) e está associada a 
taxas de mortalidade que variam entre 35% e 55% comparativamente a taxas de 10 a 20% 
verificadas em doentes infetados por VIH (Kim et al., 2014).  
No caso dos países de baixa-média renda, embora inicialmente a PPc fosse 
considerada uma patologia pouco frequente, atualmente tem-se verificado um aumento 
da perceção real da prevalência desta patologia nestes locais (Morris et al., 2004; Lowe 
et al., 2013; GAFFI, 2017; Oladele et al., 2018). O caso dos países africanos é o mais 
relevante. Inicialmente, a frequência de infeção por P. jirovecii nos adultos seropositivos 
para VIH em países africanos rondava 5-11%. Apenas dois estudos, realizados em 
doentes do Zimbabué e do Uganda, apresentam uma frequência de 33 e 39%, 
respetivamente (Malin et al. 1995; Worodria et al. 2003; Morris et al. 2004). Estudos de 
revisão sistemática atuais, mostram que 77% dos casos de PPc registados têm origem em 
países africanos, seguindo-se o registo de 10% de casos com origem na América, 7% na 
Europa e 6% na Ásia (Bongomin et al., 2017).  
As baixas taxas inicialmente reportadas nos países africanos podem ser justificadas 
pelos limitados recursos financeiros e técnicos para o diagnóstico e pela carência de 
pessoal habilitado e experiente para efetuar o diagnóstico laboratorial de forma correta. 
Por outro lado, as elevadas taxas de infeção por bactérias e micobactérias dos adultos 
africanos seropositivos para VIH, resultam, grande parte das vezes, na morte destes 
doentes, antes deles atingirem um patamar de predisposição ao desenvolvimento de PPc 
(Morris et al., 2004). Porém, como o acesso ao diagnóstico desta patologia nestes países 
de baixa-média renda continua a ser limitado, é difícil estimar a verdadeira incidência 
desta doença nestes locais. Dados atuais vêm corroborar esta afirmação, ao demonstrarem 
Capitulo 1 
23 
que o produto interno bruto (PIB) per capita nestes países apresenta uma associação linear 
forte com a possibilidade de diagnóstico desta patologia (Lowe et al., 2013).   
Dados nacionais têm mostrado que, comparativamente a outros estudos europeus, 
Portugal mostra uma das menores incidências de PPc (Sabino et al. 2017). No entanto, 
desde 2016 que esta patologia voltou a ser a doença definidora de sida mais frequente no 
nosso país (figura 5) (Ministério da Saúde, 2019). 
 
Figura 5. Gráfico representativo da frequência de diagnóstico das doenças definidoras 
de sida mais comuns em Portugal entre 2009 e 2018 (imagem adaptada de Ministério da 
Saúde, 2019). 
 
Diferenças nas estimativas de prevalência de PPc entre os diversos países do mundo 
estão associadas a disparidades: na prevalência da infeção por VIH; na acessibilidade dos 
doentes infetados por VIH à TARVc e à quimioprofilaxia anti-Pneumocystis; e na 
acessibilidade a ferramentas/instalações de diagnóstico apropriadas (Bongomin et al., 
2017). 
A análise da evolução epidemiológica desta patologia mostra que o controlo e a 
prevenção desta doença são áreas que requerem ainda muita atenção do ponto de vista da 
saúde pública mundial. Portanto, a pesquisa de novos e melhores métodos de diagnóstico 
e tratamento precoces da infeção por Pneumocystis são necessidades prementes. 
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1.1.6 Diagnóstico da pneumonia por Pneumocystis jirovecii 
Já foi discutido anteriormente neste capítulo que a apresentação clínica da pneumonia 
por Pneumocystis depende da patologia imunossupressora adjacente e da resposta 
inflamatória do doente, não havendo sinais e/ou sintomas específicos desta doença que 
permitam um diagnóstico definitivo, na ausência de evidência laboratorial da presença do 
fungo invasor nos pulmões do doente. Assim, a avaliação dos parâmetros clínicos, que 
no seu conjunto podem ser indicativos da doença, somente permitem estabelecer um 
diagnóstico presuntivo da infeção por P. jirovecii. Esses parâmetros que compreendem 
os testes de função pulmonar, a avaliação da gasimetria arterial, os exames radiológicos 
e laboratoriais inespecíficos, são os elementos que compõem o fundamento do 
diagnóstico presuntivo da PPc (Smith et al., 1988; Zaman et al., 1988; Selwyn et al., 
1998; Barry & Johnson, 2001; Matos, Tomás & Antunes, 2017; Tomás & Matos, 2018). 
O diagnóstico clássico e definitivo da PPc está dependente da observação ou deteção 
da presença de P. jirovecii em amostras respiratórias. Este facto torna o diagnóstico 
laboratorial da PPc um determinante fulcral na epidemiologia e controlo desta doença. 
Ao contrário do que acontece com a maioria dos agentes patogénicos, não existe um 
meio de cultura estável e reprodutível para P. jirovecii, o que tem representado uma 
limitação significativa para o diagnóstico laboratorial da PPc. Apesar de em 2014, 
Schildgen e colaboradores terem divulgado um meio de cultura in vitro promissor para 
este microrganismo (Schildgen et al., 2014), este ainda carece de validação experimental 
pois alguns investigadores já mostraram incapacidade de reproduzir os resultados 
apresentados (Liu, Fahle & Kovacs, 2018). Assim, o cultivo, propagação e isolamento 
deste microrganismo permanecem um desafio inacessível para fins de diagnóstico.  
Entretanto, o diagnóstico clássico de PPc é baseado na identificação ou deteção de P. 
jirovecii nos fluidos e/ou tecidos afetados através de técnicas de coloração histoquímica 
ou de imunofluorescência com anticorpos monoclonais (IF-AcM), e/ou na deteção de 
ADN de Pneumocystis por técnicas moleculares (Tomás & Matos, 2018). Contudo, o 
sucesso deste diagnóstico está dependente dos recursos laboratoriais disponíveis, do grau 






1.1.6.1 Amostras biológicas 
Amostras provenientes do trato respiratório inferior, como o lavado bronco-alveolar 
(LBA) ou a expetoração induzida (EI), são as amostras respiratórias mais comummente 
utilizadas no diagnóstico da PPc (Tomás & Matos, 2018). Estas e outras amostras 
biológicas também utilizadas (biópsia pulmonar, biópsia transbrônquica ou secreções 
brônquicas), são obtidas através de métodos invasivos que, para além de onerosos, são 
difíceis de realizar em doentes com insuficiência respiratória ou em crianças, e 
especialmente difíceis de implementar em países de baixa-média renda.  
A biópsia pulmonar é a amostra gold standard para avaliação de doenças que causam 
inflamação pulmonar em doentes imunocomprometidos, permitindo a observação de P. 
jirovecii em mais de 95% dos casos de infeção (Rossiter et al., 1979; Tomás & Matos, 
2018). Contudo, para evitar a necessidade de procedimentos cirúrgicos, a amostra 
respiratória mais recomendada atualmente para o diagnóstico da PPc é o LBA. Esta 
amostra, obtida por broncofibroscopia, permite a visualização de P. jirovecii em mais de 
80% dos casos de infeção e em mais de 95% dos casos de doentes seropositivos para VIH 
com PPc ativa (Baughman, Dohn & Frame, 1994; Fishman, 2002; Tomás & Matos, 
2018). A EI é uma amostra respiratória obtida de forma menos invasiva que o LBA, 
requerendo a inalação de um soro salino a 1,8% durante 10 a 15 minutos, o que promove 
o aumento da transudação e a exfoliação traqueobrônquica. Contudo, a execução desta 
técnica está contraindicada em doentes com insuficiência respiratória e requer instalações 
com pressão negativa (Matos, Tomás & Antunes, 2017). Adicionalmente, a aplicação de 
técnicas de coloração não específicas em amostras de EI apresenta sensibilidade baixa 
(30-55%) em doentes com carga fúngica baixa (Rodriguez & Fishman, 2004; Tomás & 
Matos, 2018). Essa sensibilidade pode ser melhorada para valores entre os 60-97%, 
através da liquefação e concentração da amostra de EI, seguida de coloração por IF-AcM 
(Kovacs et al., 1988; LaRocque et al., 2003; Tomás & Matos, 2018). 
Como amostras respiratórias alternativas, de obtenção minimamente invasiva, existe 
a possibilidade de se estudar a expetoração espontânea (EE), o lavado oral (LO) ou o 
aspirado nasofaríngeo (AN). Contudo, qualquer uma destas amostras possui um 
rendimento diagnóstico muito inferior ao obtido com a análise de amostras de LBA ou de 
EI. Assim, a melhor alternativa para utilização destas amostras no diagnóstico da PPc é 
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avaliá-las através de métodos de biologia molecular (Matos & Esteves, 2016; Tomás & 
Matos, 2018). 
No que respeita ao diagnóstico da pneumocistose extrapulmonar, as amostras 
biológicas normalmente processadas correspondem a biópsias do tecido afetado, seguidas 
de exame histopatológico dos fragmentos do tecido obtidos (Moe & Hardy, 1994). 
Assim, as amostras biológicas utilizadas atualmente para o diagnóstico da PPc 
obrigam ou à execução de técnicas altamente invasivas para a sua obtenção, ou à sua 
avaliação por métodos laboratoriais morosos, onerosos e que exigem instalações e 
equipas de profissionais qualificadas.  
 
1.1.6.2 Técnicas de coloração 
Através da microscopia ótica, vários métodos de coloração histoquímica estão 
descritos para a pesquisa de Pneumocystis. Os ascos deste microrganismo podem ser 
detetados com os corantes metenamina prata, azul de toluidina ou calcoflúor (Tomás & 
Matos, 2018), devido à sua boa afinidade para os componentes da parede desta forma de 
desenvolvimento de Pneumocystis. Durante muitos anos, a metenamina prata foi 
considerada o corante histoquímico de referência para o diagnóstico da PPc e é capaz de 
corar a parede dos ascos de tons cinzento-escuro (Figura 6A), não corando o seu 
conteúdo. O azul de toluidina deixa a parede do asco corada de azul claro, enquanto o 
calcoflúor lhe atribui uma coloração fluorescente.  
A coloração dos núcleos das formas tróficas e dos ascósporos incluídos nos ascos de 
Pneumocystis, pode ser feita pelos métodos Giemsa ou Giemsa-modificado (Diff-Quick) 
(Tomás & Matos, 2018), surgindo estas formas com o núcleo corado de vermelho, 
rodeado por um citoplasma azulado e as paredes celulares sem coloração.  
No entanto, a leitura destas técnicas de coloração inespecíficas necessita de um 
observador experiente e treinado, especialmente em amostras respiratórias de doentes 
com baixas cargas fúngicas, devido à possibilidade de ocorrência de coloração 
inespecífica e ambígua. Quando somente estão disponíveis técnicas de microscopia ótica 
para o diagnóstico da PPc, o recomendado é avaliar a amostra biológica do doente com 
duas técnicas de coloração, uma capaz de detetar as formas tróficas e outra capaz de 
detetar os ascos deste fungo (Tomás & Matos, 2018). 
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A microscopia de fluorescência veio permitir o desenvolvimento de técnicas de 
imunofluorescência direta (IFD) e indireta (IFI) para deteção de P. jirovecii. As técnicas 
de IFD permitem a deteção quer de formas tróficas quer de ascos de P. jirovecii, enquanto 
as técnicas de IFI somente permitem a deteção dos ascos de P. jirovecii (ver figura 6B). 
Atualmente, existem kits comerciais destas técnicas disponíveis para o diagnóstico da 
PPc, que se fundamentam na ligação de anticorpos monoclonais específicos, marcados 
com moléculas fluorescentes (normalmente fluoresceína), a antigénios de superfície de 
Pneumocystis. No microscópio de fluorescência, a deteção do agente patogénico é 
possível pela visualização da cor verde característica, fornecida pelas moléculas de 
fluoresceína acopladas ao anticorpo que fez o seu reconhecimento e pela observação das 
formas características de P. jirovecii. Devido à sua fiabilidade, elevadas sensibilidade e 
especificidade, as técnicas de IF-AcM são atualmente as mais utilizadas no diagnóstico 
da PPc em laboratórios que possuem esta tecnologia (Baughman et al., 1989; 
Lautenschlager et al., 1996; Matos & Esteves, 2016; Tomás & Matos, 2018). 
Figura 6. Fotografias de ascos de Pneumocystis corados pela técnica de metenamina prata 
(A) e pela técnica de imunofluorescência indireta com anticorpos monoclonais (B), 
observados com a ampliação de x1000 (adaptado de Tomás & Matos, 2018). 
 
1.1.6.3 Diagnóstico molecular 
A utilização de métodos moleculares para o diagnóstico surge com a necessidade de 
se aumentar a sensibilidade de deteção dos microrganismos patogénicos, por forma a ser 
possível estabelecer um diagnóstico precoce da doença e fazê-lo com recurso a amostras 
respiratórias menos invasivas. Por outro lado, a sequência de ácidos nucleicos é 
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característica e única para cada organismo, o que confere a estas técnicas também elevada 
especificidade de diagnóstico. 
A técnica de PCR aplicada a diferentes genes alvo de P. jirovecii tem sido vastamente 
avaliada para o diagnóstico da PPc (Tomás & Matos, 2018). Esta técnica mostrou-se 
eficaz na amplificação de ADN de Pneumocystis em diversos tipos de amostras 
biológicas: LBA, EI, EE, LO, AN, secreções brônquicas, soro e sangue (Wakefield et al., 
1990b; Durand-Joly et al., 2005). Contudo, a técnica de nested-PCR aplicada à 
amplificação da subunidade grande do RNA ribossómico mitocondrial (mtLSUrRNA) de 
P. jirovecii, é atualmente a mais utilizada para fins de diagnóstico. Com um limiar de 
deteção que pode atingir valores de 0,5 a 1 organismo por microlitro (µL) de amostra 
(Durand-Joly et al., 2005; Tomás & Matos, 2018), esta técnica tem sido descrita como a 
mais sensível de entre todas as técnicas de PCR disponíveis para deteção de ADN de P. 
jirovecii (Totet et al., 2003). O facto de mtLSUrRNA ser um gene multi-cópia no genoma 
de P. jirovecii, contribui amplamente para o sucesso desta técnica, especialmente por 
estarem envolvidos dois passos de amplificação (Olsson, Stralin & Hulmberg, 2001; 
Esteves et al., 2012).  
Recentemente, técnicas de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), têm sido 
também descritas para deteção de P. jirovecii utilizando uma grande variedade de genes 
alvo (Matos & Esteves, 2016; Tomás & Matos, 2018). A vantagem desta metodologia é 
que, para além dos resultados qualitativos em relação à presença do microrganismo, 
permite também a quantificação da carga fúngica presente na amostra analisada (Huggett 
et al., 2008). Contudo, existe uma grande controvérsia na comunidade científica acerca 
dos limiares que devem ser considerados na interpretação destas técnicas, uma vez que o 
desempenho diagnóstico deste método não é igual entre doentes infetados ou não por 
VIH, bem como entre doentes com infeção ativa ou colonização por P. jirovecii (Matos 
& Esteves, 2016; Tomás & Matos, 2018). 
 Um problema significativo da utilização das técnicas de biologia molecular no 
diagnóstico da PPc é a dificuldade que estes métodos apresentam em distinguir casos de 
colonização por P. jirovecii de casos de doença ativa (Huggett et al., 2008). De facto, os 
métodos moleculares permitem a deteção precoce do ADN de P. jirovecii em amostras 
respiratórias provenientes de doentes com resultados de microscopia negativa (Durand-
Joly et al., 2005; Rohner et al., 2009). No entanto, um teste de PCR positivo associado a 
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microscopia negativa causa ambiguidade no diagnóstico da PPc, pois pode refletir a 
identificação de um caso de colonização por P. jirovecii ou de um caso de PPc ativa. Esta 
dúvida só pode ser esclarecida pelo clínico se a interpretação dos dados laboratoriais for 
feita em conjunto com o quadro clínico do doente (Matos, Tomás & Antunes, 2017).  
Assim, na prática clínica, considera-se um caso de colonização por P. jirovecii quando 
a infeção é assintomática e a análise laboratorial vem com avaliação microscópica 
negativa, mas com avaliação molecular positiva, devido à deteção do ADN do fungo na 
sua amostra biológica (Barry & Johnson, 2001; Matos & Esteves, 2016; Tomás & Matos, 
2018). Nestes casos, os resultados falso-negativos dos exames microscópicos podem 
dever-se a cargas fúngicas muito baixas, indetetáveis por microscopia.  
 
Estes dados mostram que a eficácia das técnicas de microscopia depende 
principalmente dos meios e tecnologia disponíveis, assim como do tipo de amostra 
biológica, da coloração utilizada e da experiência do examinador. Além disso, a 
interpretação do diagnóstico da PPc por métodos moleculares pode, por vezes, ser difícil 
quando os resultados da microscopia não são concordantes. Assim, constatamos que 
mesmo a tecnologia molecular e a sua combinação com métodos de coloração, pode 
falhar no estabelecimento de um diagnóstico preciso da PPc, o que mostra que é preciso 
trabalhar no desenvolvimento de métodos alternativos de diagnóstico desta patologia. 











Quadro 1. Métodos laboratoriais clássicos aplicados ao diagnóstico da PPc e suas 
características principais (adaptado de Matos & Esteves, 2016; Tomás & Matos, 2018). 
 Microscopia Métodos Moleculares 
 MP AT 
Giemsa 
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IF-AcM PCR RT-qPCR 
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Legenda: MP, metenamina prata; AT, azul de toluidine; DQ, Diff-Quick; IF-AcM, imunofluorescência 
com anticorpos monoclonais; IFI, imunofluorescência indireta; IFD, imunofluorescência direta; nPCR, 
nested-PCR; RT-qPCR, PCR quantitativo em tempo real; LBA, lavado broncoalveolar; EI, expetoração 










Quadro 1 (Continuação). Métodos laboratoriais clássicos aplicados ao diagnóstico da 
PPc e suas características principais (adaptado de Matos & Esteves, 2016; Tomás & 
Matos, 2018). 
 Microscopia Métodos Moleculares 
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Legenda: MP, metenamina prata; AT, azul de toluidine; DQ, Diff-Quick; IF-AcM, 
imunofluorescência com anticorpos monoclonais; nPCR, nested-PCR; RT-qPCR, PCR quantitativo 





1.1.7 Tratamento e profilaxia da pneumonia por Pneumocystis jirovecii 
A mortalidade associada à pneumonia por P. jirovecii aumenta com a demora no 
diagnóstico da doença e, se deixada sem tratamento, pode chegar aos 100%, 
especialmente em doentes imunocomprometidos não infetados por VIH (Matos, Tomás 
& Antunes, 2017). 
Em 1989, as “diretrizes de profilaxia contra a pneumonia por Pneumocystis carinii 
(atualmente designada pneumonia por P. jirovecii) em pessoas infetadas por VIH” 
tornaram-se as primeiras diretrizes de tratamento relacionadas com a infeção por VIH, 
publicadas pelo governo dos EUA (CDC, 1989). Atualmente, a maioria das informações 
sobre profilaxia, tratamento e duração da terapia é extrapolada de diretrizes estabelecidas 
para doentes infetados por VIH (Panel on opportunistic infections in adults and 
adolescents with HIV, 2019) e de diretrizes estipuladas para outros doentes 
imunocomprometidos (Cooley et al., 2014; Maertens et al., 2016).  
 
1.1.7.1 Tratamento 
A estratificação da severidade da doença – ligeira, moderada ou grave – deve ser feita 
de acordo com os sintomas, a saturação de oxigénio e as alterações radiológicas (do tórax) 
apresentadas (Matos, Tomás & Antunes, 2017). Esta estratificação é importante e 
decisiva no estabelecimento das medidas terapêuticas a instituir, como o medicamento a 
administrar, o seu modo de administração (oral versus intravenoso), a necessidade de 
suporte respiratório, ou a necessidade de administração adjuvante de corticosteroides 
durante o processo terapêutico em meio hospitalar (Masur, 1992; Matos, Tomás & 
Antunes, 2017; Panel on opportunistic infections in adults and adolescents with HIV, 
2019). 
A combinação Trimetoprim-Sulfametoxazol (TMP-SMZ) é o agente terapêutico de 
primeira linha contra a PPc devido à sua eficácia clínica, baixo custo, relativa segurança 
e disponibilidade em formulações intravenosa e oral (Masur, 1992; Matos, Tomás & 
Antunes, 2017). Esta terapia atua inibindo a síntese de ácido fólico, que é 
reconhecidamente a melhor forma de prevenir o crescimento de P. jirovecii (Masur, 
1992). A sua formulação oral é adequada ao tratamento de doentes com casos ligeiros e 
moderados da doença, enquanto casos graves de PPc devem ser tratados com TMP-SMZ 
por via intravenosa (Matos, Tomás & Antunes, 2017). 
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Nos casos de hipersensibilidade ou de resposta inadequada à terapêutica com TMP-
SMZ, o combate à infeção pode ser feito com recurso à ação de fármacos alternativos 
(segunda linha), como pentamidina, a combinação primaquina-clindamicina ou 
atovaquona (Calderón et al., 2010; Matos, Tomás & Antunes, 2017), cujos mecanimos de 
ação estão apresentados no quadro 2. 
 
Quadro 2. Fármacos mais comummente utilizados no tratamento da PPc e suas 
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Inibição da via 
metabólica do ácido 
para-aminobenzóico; 
da glicólise anaeróbia; 
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A administração de corticosteroides juntamente com o agente terapêutico, é 
considerada uma terapia adjuvante, altamente recomendada em indivíduos com doença 
moderada ou grave, pois pode suprimir o processo inflamatório agudo associado à PPc, 
reduzindo a probabilidade de insuficiência respiratória e morte do doente (Masur, 1992; 
Calderón et al., 2010; Matos, Tomás & Antunes, 2017). A sua administração em doentes 
imunocomprometidos não infetados por VIH é controversa, mas genericamente 
aconselhada em indivíduos com doença grave, pois a terapia adjuvante com 
corticosteroides está descrita como útil na redução da duração de ventilação mecânica e 






O estabelecimento de um regime profilático é fundamental nos principais grupos de 
risco, uma vez que a PPc é considerada uma infeção grave e representativa de alta taxa 
de mortalidade em doentes imunocomprometidos (Moe & Hardy, 1994; Armstrong, 
Meintjes & Brown, 2014).  Antes da implementação da profilaxia contra a PPc e do uso 
alargado da TARVc, a infeção por P. jirovecii ocorria em até 80% dos doentes com 
infeção por VIH (Moe & Hardy 1994; Lundberg, Davidson, & Burman, 2000). Contudo, 
a implementação de regimes profiláticos com fármacos eficazes e o controlo da 
imunossupressão destes doentes, contribuíram decisivamente para o declínio da 
frequência desta doença (Morris et al., 2004). 
Em termos profiláticos, a combinação TMP-SMZ é também o agente mais indicado 
para a prevenção deste organismo oportunista (Calderón et al., 2010; Matos, Tomás & 
Antunes, 2017). Em doentes que não toleram esta quimioprofilaxia, esquemas 
alternativos incluem profilaxia com dapsona, dapsona com pirimetamina e leucovorina, 
pentamidina (aerossol) ou atovaquona (Matos, Tomás & Antunes, 2017). 
Atualmente existem diretrizes que definem períodos de suscetibilidade imunológica 
à PPc para doentes infetados por VIH, que orientam a utilização da quimioprofilaxia 
durante esses períodos (Panel on opportunistic infections in adults and adolescents with 
HIV, 2019), como se pode ler no quadro 3. Estas diretrizes foram estabelecidas quer para 
a profilaxia primária (primeiro episódio de PPc), quer para a profilaxia secundária 
(recidivas). 
A profilaxia primária deve ser interrompida em doentes infetados por VIH que 
apresentem contagem de células T CD4+ com valores entre as 100-200 células/mm3 e 
cargas virais plasmáticas abaixo dos limites de deteção das técnicas aplicadas. Contudo, 
se a contagem de células T CD4+ diminuir para valores inferiores ao estabelecido ou a 
carga viral se tornar detetável, a profilaxia deve ser reintroduzida (Panel on opportunistic 
infections in adults and adolescents with HIV, 2019).  
A interrupção da profilaxia secundária segue a mesma lógica da primária, no entanto, 
se um episódio de PPc ocorrer num doente com contagem de células T CD4+ acima de 
200 células/mm3, esta profilaxia deve ser mantida durante toda a vida (Panel on 
opportunistic infections in adults and adolescents with HIV, 2019). 
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No que respeita à profilaxia dos doentes imunocomprometidos seronegativos para 
VIH, existem dados relacionados com cada uma das condições específicas (Sowden & 
Carmichael, 2004; Tombly et al., 2009; Wang et al., 2012, Neumann et al., 2013). 
Contudo, nestes doentes a instituição bem como a duração ideal da quimioprofilaxia não 
estão bem estabelecidas, pelo que a profilaxia deve ser mantida enquanto as condições de 
imunossupressão se mantiverem presentes (Matos, Tomás & Antunes, 2017).  
 
Quadro 3. Diretrizes para implementação de profilaxia primária e secundária em 
doentes infetados por VIH (adaptado de Panel on opportunistic infections in adults and 









Populações específicas Profilaxia Primária 
Adolescentes, adultos, 
mulheres grávidas e doentes 
submetidos a TARVc 
Contagem células T CD4 < 200 células/mm3 
História clínica de candidíase orofaríngea e/ou 
outras infeções oportunistas 
Percentagem de células T CD4+ < 14% 
Doentes a quem não é feita a 
monitorização das células T 
CD4+ de 3 em 3 meses 
Contagem células T CD4+ entre 200-250 
células/mm3 
 Profilaxia Secundária 
Doentes infetados por VIH e 
com história prévia de PPc 
Contagem células T CD4+ < 200 células/mm3 
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1.2 Estratégias alternativas de diagnóstico da pneumonia por 
Pneumocystis jirovecii 
A necessidade de desenvolver métodos alternativos de diagnóstico que, 
preferencialmente, utilizem amostras biológicas obtidas por técnicas menos invasivas e 
tecnologias menos restritas do que as requeridas no diagnóstico clássico da PPc, atraiu a 
atenção da comunidade científica para as amostras de sangue e soro.  
Sangue e soro começaram a ser testados como alternativa às amostras biológicas 
utilizadas no diagnóstico atual da PPc. Primeiro, a atenção foi dirigida à pesquisa de ADN 
de P. jirovecii no sangue e soro, apesar do ciclo de vida putativo deste microrganismo 
não envolver uma fase sanguínea (figura 2, pág. 8). No entanto, a aplicação de técnicas 
de PCR para deteção da presença do microrganismo nestas amostras demonstrou uma 
sensibilidade muito baixa (0%-30%) que variava consoante o gene analisado (Schluger 
et al., 1991; Lipschik et al., 1992; Roux et al., 1994; Atzori et al., 1995; Tamburrini et 
al., 1996; Matos et al., 1999; Rabodonirina et al., 1999).  
Assim, novas abordagens voltaram-se para a pesquisa e medição de biomarcadores 
serológicos da infeção. De entre os biomarcadores propostos, aqueles que foram mais 
estudados correspondem à molécula β-glucano de P. jirovecii e às moléculas antigénio 
KL-6 (do inglês, Krebs von den Lungen-6), lactato desidrogenase (LDH) e S-
adenosilmetionina (SAM, do inglês s-adenosylmethionine) do hospedeiro (Tasaka et al., 
2007; Finkelman, 2010; Morris & Masur, 2011; Esteves et al., 2014; Esteves et al., 2015; 
Matos & Esteves, 2016; Tomás & Matos, 2018).  
O β-glucano é o principal componente estrutural da parede celular dos ascos de 
Pneumocystis e níveis séricos elevados deste composto têm sido observados em doentes 
com PPc (Teramoto et al., 2000; Tasaka et al., 2007; Finkelman, 2010; Held et al., 2011; 
Morris & Masur, 2011; Esteves et al., 2014) tendo esses níveis diminuído de forma 
consistente com o tratamento anti-Pneumocystis (Teramoto et al., 2000). Contudo, apesar 
de parecer um biomarcador promissor, esta molécula tem a desvantagem de estar presente 
na parede celular da grande maioria de outros fungos, o que compromete as taxas de 
especificidade para o diagnóstico de PPc (Finkelman, 2010; Esteves et al., 2015). A 
correlação dos seus níveis séricos com a carga fúngica de Pneumocystis é outro parâmetro 
que compromete a utilização deste biomarcador no diagnóstico da PPc, principalmente 
em doentes sem infeção por VIH, os quais possuem normalmente cargas fúngicas mais 
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baixas (Nakamura et al., 2009; de Boer et al., 2011). Por fim, a inexistência de um valor 
de decisão ou cut-off ótimo, capaz de diferenciar casos de colonização de casos de doença 
ativa, é outro grande entrave à aplicação dos níveis séricos do β-glucano no diagnóstico 
de PPc (Tasaka et al., 2007; Matsumura et al., 2012; Damiani et al., 2013). 
Relativamente às moléculas do hospedeiro, os níveis séricos de antigénio KL-6, uma 
glicoproteína tipo mucina proeminente nos pneumócitos do tipo II, têm surgido 
aumentados em doentes com PPc (Hamada et al., 1998; Tasaka et al., 2007). No entanto, 
o aumento destes níveis é um indicador genérico de doença pulmonar intersticial e de 
lesão pulmonar aguda. A sua ocorrência não está diretamente dependente da presença de 
P. jirovecii, mas sim de danos nas células do parênquima pulmonar, o que compromete a 
especificidade diagnóstica deste biomarcador (Tasaka et al., 2007; Nakamura et al., 
2009). 
Por outro lado, a enzima LDH, também ela um marcador de dano celular, está 
normalmente aumentada em doentes com PPc e é utilizada no diagnóstico presuntivo da 
doença juntamente com outros sinais e sintomas, como anteriormente descrito. Porém, a 
falta de especificidade para com a infeção por Pneumocystis, faz com que a aplicação dos 
seus níveis, por si só, não permita o diagnóstico definitivo da doença (Tasaka et al., 2007; 
Vogel et al., 2011). 
Por fim, a aplicação dos níveis séricos de SAM, um importante intermediário 
metabólico, tem sido também discutida. Ao contrário dos biomarcadores anteriores, a 
aplicabilidade desta molécula no diagnóstico serológico da PPc não reúne consenso 
dentro da comunidade científica. Alguns autores sugerem que a presença de níveis baixos 
de SAM no sangue de doentes com PPc pode estar associada à capacidade de P. jirovecii 
captar SAM exógena, uma vez que não é capaz de a produzir endogenamente (Skelly et 
al., 2003; Skelly, Holzman & Merali, 2008). Outros autores vêm contrariar esta 
afirmação, demonstrando a presença de um gene capaz de sintetizar SAM no genoma de 
Pneumocystis (Kutty et al., 2008) e ausência de utilidade diagnóstica da SAM (de Boer 
et al., 2011) na diferenciação de doentes com e sem PPc. Assim, de entre os 
biomarcadores analisados, este é o que apresenta menor potencial de aplicação no 
diagnóstico da PPc, uma vez que a relação entre os seus níveis séricos e a presença da 




Esta análise de potenciais biomarcadores serológicos da infeção associados a 
moléculas do hospedeiro ou do microrganismo, vem demonstrar que, até aos dias de hoje, 
nenhum destes marcadores foi considerado estritamente específico para a infeção por P. 
jirovecii. Esse facto tem redirecionado a atenção dos estudos mais recentes para a 
pesquisa de anticorpos específicos, reativos contra P. jirovecii (Daly et al., 2002; Bishop 
& Kovacs, 2003; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et al., 2009; Tipirneni et al., 
2009; Walzer et al., 2009; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011; Blount et al., 2012; 
Djawe et al., 2013), e para a aplicação dos níveis desses anticorpos específicos no 
diagnóstico da PPc (Djawe et al., 2010; Tomás et al., 2016; Tomás et al., 2019).  
No entanto, essa estratégia de diagnóstico, tem sido difícil de implementar por dois 
fatores principais: a presença de níveis significativos de anticorpos anti-P. jirovecii no 
soro de indivíduos saudáveis, devido a infeção prévia ou a colonização (Medrano et al., 
2005; Morris & Norris, 2012); e à perda de células T CD4+ e ocorrência de perturbações 
do compartimento de células B em indivíduos infetados por VIH, que conduzem à 
diminuição da quantidade e qualidade dos anticorpos produzidos (Moir & Fauci et al., 
2009), influenciando a resposta imunitária à infeção por P. jirovecii.  
Relatos de PPc em doentes com mutações genéticas que afetam a produção de 
imunoglobulinas (Milledge et al., 2003), assim como a própria incidência de casos de 
serologia positiva para P. jirovecii em adultos saudáveis, destacam o importante papel 
que a imunidade humoral parece desempenhar no controlo da PPc, apoiando a 
possibilidade dos níveis de anticorpos anti-P. jirovecii (IgG, IgM e IgA) poderem 
apresentar utilidade diagnóstica. Por outro lado, ensaios de imunodeteção de anticorpos 
anti-Pneumocystis, como técnicas imunoenzimáticas e/ou técnicas de immunoblotting, 
especialmente aquelas que utilizam antigénios recombinantes deste agente, têm-se 
revelado uma ferramenta interessante em estudos epidemiológicos e constituem uma 
possível ferramenta de diagnóstico (Daly et al., 2002; Bishop & Kovacs, 2003; Daly et 
al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et al., 2009; Tipirneni et al., 2009; Walzer et al., 2009; 
Djawe et al., 2010; Gingo et al., 2011; Blount et al., 2012; Djawe et al., 2013; Tomás et 





1.2.1 Deteção de anticorpos reativos contra antigénios recombinantes de 
Pneumocystis jirovecii 
A impossibilidade de cultivar P. jirovecii in vitro, tem sido uma das limitações dos 
estudos serológicos pois os seus antigénios só conseguem ser obtidos em quantidades 
limitadas e, muitas vezes, encontram-se contaminados por proteínas do hospedeiro. Por 
outro lado, a utilização de antigénios derivados de P. carinii ou P. murina para avaliação 
de respostas humorais em humanos (Chatterton et al., 1999; Vargas et al., 2001), é uma 
metodologia errónea, pois cada espécie de Pneumocystis é antigenicamente e 
molecularmente distinta. Assim, foram as dificuldades na obtenção de antigénios nativos 
de P. jirovecii, que conduziram os investigadores ao uso de antigénios recombinantes 
deste microrganismo, para pesquisa de anticorpos específicos em amostras biológicas de 
doentes.  
Até à data, os antigénios recombinantes que têm sido mais explorados e que, ao 
mesmo tempo, têm demonstrado maior aplicação na deteção de resposta humoral contra 
P. jirovecii, são os antigénios baseados na Msg e na protease de serina do tipo kexina 1 
(Kex1, do inglês kexin-like serine protease 1) deste microrganismo.  
A Msg, como principal proteína antigénica de superfície de P. jirovecii, suscita 
interesse imediato. Além disso, sabe-se que esta proteína está diretamente envolvida no 
processo imunológico da PPc, contendo epítopos conservados para células B e T, e é 
específica deste fungo (Stringer, 2005).  
Estudos da resposta imunitária face a esta proteína mostraram que antigénios 
recombinantes da Msg de P. jirovecii são reconhecidos por anticorpos séricos (IgG) de 
dadores de sangue e anticorpos séricos (IgG e IgM) de doentes com história prévia ou 
atual de PPc, como se pode ler no quadro 4. No primeiro desses estudos (Daly et al., 
2002), três fragmentos recombinantes de sobreposição, que abrangem todo o 
comprimento da Msg de P. jirovecii foram gerados: MsgA, MsgB e MsgC. Todos os 
fragmentos foram aplicados em técnicas ELISA (do inglês, enzyme-linked 
immunosorbent assay) para deteção de anticorpos anti-P. jirovecii em amostras de soro 
de adultos saudável e doentes infetados por VIH. Os autores verificaram que soros de 
doentes seropositivos para VIH com episódio prévio de PPc, reconheciam a fração MsgC 
com maior frequência (59%) do que os soros de doentes que nunca experimentaram a 
doença (28%). No entanto, não foram encontradas diferenças estatisticamente 
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significativas entre os níveis de anticorpos de doentes com ou sem história prévia de PPc, 
em relação aos outros fragmentos Msg. Estes resultados vieram confirmar a importância 
do papel dos anticorpos na defesa do hospedeiro contra a infeção por P. jirovecii e sugerir 
que os epítopos que estimulam esses anticorpos, podem estar preferencialmente 
localizados na região correspondente à fração recombinante MsgC. 
Assim, estudos subsequentes focaram-se na pesquisa de anticorpos primordialmente 
contra a fração MsgC (ou MsgC1) e algumas variantes desta fração (MsgC3, MsgC8 e 
MsgC9) (Bishop & Kovacs, 2003; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et al., 2009; 
Tipirneni et al., 2009; Walzer et al., 2009; Gingo et al., 2011; Blount et al., 2012; Djawe 
et al., 2013). Os resultados destes estudos vieram confirmar que a região MsgC, para além 
de ser a mais conservada (Mei et al., 1998) é a mais reativa (Daly et al., 2004; Daly et al., 
2009; Tipirneni et al., 2009; Blount et al., 2012) da proteína Msg. Adicionalmente, estes 
estudos vieram demonstrar que os doentes imunocomprometidos seronegativos para VIH 
são capazes de montar uma resposta imunitária mais eficaz do que os doentes infetados 
por este vírus (Bishop & Kovacs, 2003; Blount et al., 2012; Djawe et al., 2013), e vieram 
reforçar a teoria de que a transmissão pessoa a pessoa é possível, uma vez que 
profissionais de saúde com contacto direto com doentes com PPc, apresentam níveis de 
anticorpos séricos reativos contra este fungo, superiores aos dos profissionais sem contato 
próximo com estes doentes (Tipirneni et al., 2009).  
Contudo, os resultados apresentados por estes autores são controversos em relação à 
aplicabilidade de cada uma das frações estudadas, pois a interpretação da aplicação de 
cada fração em diferentes populações de doentes e em indivíduos de diferentes regiões 
geográficas, varia (Daly et al., 2006; Daly et al., 2009; Walzer et al., 2009; Gingo et al., 
2011). Assim, estes estudos vieram demonstrar a necessidade de se estandardizar a 
ferramenta antigénica a utilizar em estudos serológicos, para que os resultados obtidos 
possam ser extrapolados para outras populações e otimizados em estudos subsequentes. 
Por outro lado, estes estudos somente revelaram a aplicabilidade destes antigénios 
recombinantes em estudos de seroprevalência de anticorpos anti-P. jirovecii, pelo que a 
extrapolação e validação da utilização destes antigénios como ferramentas no 




Todavia, em 2010, foi feita a primeira demonstração da aplicabilidade da fração 
MsgC no diagnóstico da PPc (Djawe et al., 2010). Neste estudo, os autores aplicaram o 
antigénio recombinante da MsgC desenvolvido por Daly e colaboradores em 2002, numa 
técnica de ELISA para pesquisa de anticorpos da classe IgG e IgM anti-P. jirovecii. Neste 
estudo, os autores utilizaram esta técnica no diagnóstico da PPc, estudando uma 
população adulta de doentes com infeção por VIH que recorreu ao internamento 
hospitalar entre maio de 2000 e maio de 2008, por pneumonia. Os resultados 
demonstraram que doentes seropositivos para VIH com infeção ativa por P. jirovecii 
apresentavam níveis de IgG e IgM anti-P. jirovecii superiores aos de doentes 
seropositivos para VIH sem PPc no momento da admissão. Adicionalmente, mostraram 
que os níveis de anticorpos IgG reativos contra o antigénio recombinante utilizado 
permitia o diagnóstico da PPc com uma sensibilidade de 57,2% e uma especificidade de 
61,7% no momento da admissão, as quais aumentavam para 63,4% e 100%, 
respetivamente, se o teste fosse efetuado quatro semanas após a admissão do doente. O 
mesmo verificava-se com os níveis de anticorpos da classe IgM, os quais apresentavam 
sensibilidade e especificidade de diagnóstico da PPc de 59,7% e 61,3% na altura da 
admissão, passando para 74,6% e 73,7%, respetivamente, quatro semanas após a 
admissão do doente.  
Uma vez que esta necessidade de seguimento dos doentes e de recolha de múltiplas 
amostras respiratórias não é a abordagem ideal nem, muitas vezes, a abordagem possível 
na prática clínica, o problema técnico de como utilizar a deteção de anticorpos reativos 
contra a região MsgC no desenvolvimento de um método de diagnóstico precoce, sensível 











Quadro 4. Características e principais conclusões de estudos baseados na deteção de 








Principais conclusões Estudo 







Doentes seropositivos para 
VIH com episódio prévio 
de PPc produzem níveis de 
anticorpos mais elevados 
contra a fração MsgC do 
que doentes sem episódios 
prévios de PPc ou do que 














Doentes seropositivos para 
VIH com episódio prévio 
de PPc apresentam maior 
reatividade para todas as 
frações e, especificamente, 
níveis de anticorpos 
reativos contra a fração 
MsgC3 estatisticamente 
superiores aos dos doentes 
sem episódios prévios de 
PPc ou dadores de sangue. 
Daly et 
al., 2006 














Doentes seropositivos para 
VIH com episódio prévio 
de PPc têm maior 
reatividade para a fração 
MsgC8 do que doentes sem 
episódios prévios de PPc. 
Daly et 
al., 2009 
Dadores de sangue, 
doentes seropositivos 




Os níveis de anticorpos 
reativos contra o antigénio 
estudado são superiores em 
todos os doentes com 
episódio prévio de PPc do 
que em dadores, mas mais 
significativos em doentes 
imunocomprometidos 






saúde com e sem 






Profissionais de saúde com 
contacto próximo com 
doentes com PPc 
apresentam níveis de 
anticorpos reativos contra a 
fração MsgC1 mais 







Quadro 4 (Continuação). Características e principais conclusões de estudos baseados na 


















Níveis séricos altos de 
anticorpos reativos contra a 
fração MsgC8, são 
marcadores de progressão 
da doença (morte). 
Os níveis séricos de 
anticorpos reativos contra as 
frações estudadas, formados 
















IgG para frações 
Msg 
IgM e IgG para 
Kex1 
Níveis séricos altos de 
anticorpos reativos contra a 
fração MsgC9, são 
marcadores de 
predisposição para a 
doença. 
 Níveis séricos baixos de 
anticorpos reativos contra a 
Kex1 são marcadores de 















IgG e IgM 
Níveis séricos baixos de 
anticorpos reativos contra as 
frações MsgC3 e MsgC8 
são marcadores de 
progressão da doença 
(morte). 
Doentes seropositivos para 
VIH possuem níveis de 
anticorpos IgM reativos 
contra as frações MsgC 
inferiores aos dos doentes 
imunocomprometidos 






VIH e crianças 
imunocomprometidas 
sem infeção por VIH, 





IgG e IgM 
PPc causa aumento dos 
níveis reativos de IgM 
contra os antigénios 
estudados em crianças 
seronegativas para VIH, 
mas não em crianças 
seropositivas para VIH. 
PPc causa aumento dos 
níveis reativos de IgG 
contra os antigénios 
estudados em crianças 
seropositivas para VIH, mas 
não em crianças 





Mais recentemente, antigénios da Kex1 de P. jirovecii têm sido também alvo de 
interesse crescente. Esta proteína, apesar de não ser de superfície, parece estar envolvida 
no processamento pós-transcricional de outras proteínas, em especial das proteínas de 
superfície como as Msg, o que lhe confere um papel importante na capacidade de P. 
jirovecii interagir com as células do hospedeiro (Lee et al., 2000; Kutty & Kovacs, 2003; 
Esteves et al., 2009). Estudos com antigénios recombinantes desta proteína Kex1 têm 
evidenciado que os seus níveis são úteis na identificação de casos agudos de PPc ou 
mesmo na determinação do risco de desenvolvimento da doença (quadro 4) (Gingo et al., 
2011), e que estes antigénios poderão mesmo vir a ter aplicabilidade no desenvolvimento 
de vacinas efetivas contra a PPc (Tesini et a., 2017; Kling & Norris, 2016).  
O quadro 5 resume as características principais da Msg e da Kex1 de P. jirovecii e as 
razões que conduziram à produção de antigénios recombinantes baseados nestas proteínas 





















Quadro 5. Características principais da glicoproteína major de superfície e da protease 
de serina kexina 1 de P. jirovecii, assim como dos seus antigénios recombinantes.  
Glicoproteína major de superfície (Msg) 
Protease de serina do tipo kexina 1 
(Kex1) 
✓ Principal proteína antigénica de superfície de 
Pneumocystis jirovecii (Stringer, 2005). 
✓ Proteína específica de Pneumocystis, não 
existindo em qualquer outro microrganismo 
(Stringer, 2005). 
✓ Proteína diretamente envolvida no processo 
imunológico da PPc, contendo epítopos 
conservados para células B e T (Stringer, 
2005). 
✓ Proteína codificada por uma família de genes 
multi-cópia (Ma et al., 2016; Hauser, 2019), 
conferindo variabilidade antigénica a P. 
jirovecii e capacidade de evasão ao sistema 
imunológico do hospedeiro (Hauser, 2019). 
✓ Antigénios recombinantes desta proteína são 
reconhecidos por anticorpos séricos dos 
doentes com história prévia de PPc (Daly et 
al., 2002). 
✓ A região carboxilo-terminal (MsgC) desta 
proteína contém a sequência mais conservada 
e mais reativa desta proteína (Mei et al., 1998; 
Daly et al., 2004; Daly et al., 2009; Tipirneni 
et al., 2009; Blount et al., 2012). 
✓ Antigénios recombinantes sintéticos multi-
epítopo desta região MsgC apresentam 
aplicabilidade no diagnóstico serológico da 
PPc (Tomás et al., 2016). 
✓ Proteína codificada por um único 
gene, expressa no aparelho de 
Golgi de P. jirovecii (Lee et al., 
2000; Kutty & Kovacs, 2003). 
✓ Proteína potencialmente envolvida 
no processamento pós-
transcricional da Msg e nos 
processos moleculares que 
conduzem à invasão das células 
hospedeiras (Lee et al., 2000; 
Kutty & Kovacs, 2003). 
✓ Antigénios recombinantes desta 
proteína são reconhecidos por 
anticorpos séricos de doentes com 
PPc e mostram aplicabilidade na 
determinação do risco de 
desenvolvimento da doença (Gingo 
et al., 2011). 
✓ Antigénios recombinantes desta 
proteína mostraram aplicabilidade 
na produção de anticorpos que 
conferem proteção contra a infeção 
por P. jirovecii (Tesini et a., 2017; 





1.2.1.1 Tecnologia de produção de antigénios recombinantes para ensaios 
imunológicos 
O primeiro passo na produção de um antigénio recombinante, é a eleição do antigénio 
de interesse. Os antigénios mais imunogénicos são a escolha mais apropriada quando se 
procura estudar a resposta humoral contra determinado microrganismo, uma vez que estes 
são capazes de desencadear uma resposta imunitária forte e, consequentemente, a 
produção de níveis altos de anticorpos no indivíduo infetado. A sua localização na célula 
do microrganismo também deve ser considerada, uma vez que um antigénio superficial 
provavelmente induzirá uma resposta humoral mais forte do que um antigénio intracelular 
não tão exposto aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Com base nisso, o 
conhecimento profundo da superfície celular do microrganismo em estudo é essencial e 
a seleção de proteínas específicas do microrganismo deve ser encorajada, para se evitar 
reatividade cruzada com outros microrganismos ou com componentes do hospedeiro 
(Elguezabal et al., 2005; Dai et al., 2012; Tomás et al., 2016).  
Uma vez escolhido o antigénio a ser produzido, a seleção do vetor de expressão e sua 
clonagem num microrganismo adequado à expressão do antigénio recombinante, são 
também passos cruciais no sucesso da produção do antigénio de interesse. A seleção do 
vetor de clonagem deve ser feita considerando, pelo menos, o tamanho do fragmento a 
inserir, o método de purificação que se pretende utilizar após a expressão e os genes de 
resistência a antibióticos que cada vetor proporciona (Elguezabal et al., 2005; Dai et al., 
2012; Tomás et al., 2016). No que toca à seleção do microrganismo para expressão do 
antigénio de interesse, os microrganismos procariotas são os mais comummente 
utilizados pois, para além de permitirem uma produção mais fácil, rápida e económica do 
antigénio do que os microrganismos eucariotas, não promovem modificações pós-
traducionais do péptido expresso, diminuindo a reatividade cruzada para com o antigénio 
produzido (Elguezabal et al., 2005).  
Após expressão e purificação eficientes do antigénio recombinante, este pode ser 
aplicado como ferramenta antigénica em testes serológicos, para detetar a presença de 
anticorpos específicos contra a sequência, ou conjunto de sequências, selecionadas do 
antigénio de interesse (Dai et al., 2012; Tomás et al., 2016). Se o antigénio recombinante 
permitir a obtenção de bons resultados no que respeita à pesquisa de anticorpos 
específicos contra o microrganismo em estudo, podem ser realizados estudos adicionais 
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para otimizar o método de diagnóstico e, mais tarde, implementá-lo na prática clínica. 
Assim, a tecnologia de produção de antigénios recombinantes fornece uma fonte 
altamente reprodutível de ferramentas antigénicas e os passos que envolvem a sua 
produção estão esquematizados na figura 7. 
 
 
Figura 7. Esquema ilustrativo dos passos envolvidos no processo de síntese, expressão e 
purificação de antigénios recombinantes. Após seleção da sequência do antigénio 
recombinante de interesse, a inserção do seu ADN no vetor de expressão selecionado 
depende do desenho de oligonucleótidos adequados. Após clonagem desse vetor de 
expressão na estirpe bacteriana selecionada para a expressão do antigénio, a seleção de 
colónias recombinantes é o passo que se segue. Posteriormente, a indução da expressão 
proteica do antigénio nas bactérias transformadas deve ser feita tendo em conta as 
características genéticas do vetor de clonagem utilizado. O processo culmina com a 
purificação do antigénio por métodos adequados, como por exemplo, por cromatografia 
de afinidade.  
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Outra abordagem possível para averiguar o potencial de antigénios recombinantes 
como ferramentas de deteção de anticorpos específicos, é a produção de antigénios 
recombinantes sintéticos das proteínas de interesse, que possuam multi-epítopos 
imunorreativos dessa mesma proteína. Esta tecnologia já foi utilizada com sucesso no 
desenvolvimento de um método de diagnóstico serológico da infeção por Toxoplasma 
gondii (Dai et al., 2012; Dai et al., 2013) e foi aplicada no presente trabalho no 
desenvolvimento de antigénios recombinantes sintéticos multi-epítopo da Msg e Kex1 de 


























1.3 Nanopartículas de ouro e bioconjugados: aplicação no diagnóstico 
clínico 
Os ensaios de deteção de determinadas biomoléculas (como antigénios) em amostras 
clínicas, tornam-se mais rápidos, mais sensíveis e mais flexíveis quando se associam 
nanomateriais aos processos de deteção (Baptista et al., 2008; Baptista et al., 2011; de 
Almeida et al., 2014). De entre os nanomateriais disponíveis, as nanopartículas de ouro 
(AuNP, do inglês gold nanoparticles) têm sido amplamente utilizadas no 
desenvolvimento de plataformas de nanodiagnóstico clínico (Baptista et al., 2008; 
Baptista et al., 2011; Cao, Ye, & Liu, 2011; de Almeida et al., 2014; Cordeiro et al., 
2016). As propriedades e características únicas destas partículas, como cor intensa, 
comportamento espetral ajustável, estabilidade elevada, área de superfície elevada e 
facilidade de produção e funcionalização com biomoléculas, são grandes motivações para 
a sua utilização nestas plataformas e serão detalhadas em seguida. 
 
1.3.1 Propriedades e síntese de AuNP  
O ouro coloidal é uma suspensão de aglomerados nanométricos de átomos de ouro 
(AuNP), que apresentam propriedades óticas, elétricas e químicas significativamente 
diferentes das propriedades do ouro à macroescala como estabilidade alta, solubilidade 
em água, tamanho, dispersão e morfologia controláveis, assim como uma superfície de 
funcionalização simples e uma área superficial elevada (Mody et al., 2010).  
Com diâmetro normalmente compreendido entre 1 a 100 nm, as AuNP possuem 
propriedades óticas notáveis, como cor vermelha intensa e dispersão de luz elevada, que 
têm sido especialmente exploradas no desenvolvimento de métodos de deteção 
colorimétrica de biomoléculas (Liz-Marzán, 2006; Jain et al., 2008; Mody et al., 2010; 
Baptista et al., 2008; Baptista et al., 2011; de Almeida et al., 2014). Essas propriedades 
advêm da oscilação dos eletrões do metal, induzida pelo campo elétrico da luz, fenómeno 
conhecido como ressonância plasmónica de superfície localizada (LSPR, do inglês 
localized surface plasmon ressonance) (Liz-Marzán, 2006; Masson, 2017). Quando uma 
partícula de metal é exposta à luz, a oscilação do campo magnético da luz incidente induz 
a oscilação coletiva dos eletrões livres do metal. Esta oscilação em torno da superfície da 
partícula, causa separação de cargas em relação à estrutura iónica, originando uma 




Figura 8. Esquema representativo do fenómeno de ressonância plasmónica de superfície 
localizada (LSPR) das AuNP (adaptado de Cobley et al., 2011).  
 
Esta LSPR induz forte absorção de luz incidente, entre os 520 e 800 nm, por parte das 
AuNP, que pode ser medida com recurso a um espectrofotómetro de ultravioleta-visível 
(UV-vis) (Jain et al., 2008; de Almeida et al., 2014). Assim, soluções coloidais de AuNP 
com cerca de 15 nm de diâmetro, apresentam cor vermelha devido ao facto de a sua banda 
de LSPR apresentar um pico de absorção máxima a, aproximadamente, 520 nm (Jain et 
al., 2008; de Almeida et al., 2014). Contudo, à medida que o diâmetro das AuNP aumenta 
ou a distância entre nanopartículas diminui conduzindo à formação de agregados em 
suspensão, a banda da LSPR vai sofrendo desvios para comprimentos de onda superiores, 





Figura 9. Variação da cor de suspensões de AuNP com diferentes tamanhos e do pico de 
absorção das bandas LSPR na presença de AuNP monodispersas versus AuNP agregadas. 
(I) Fotografia de soluções aquosas de AuNP esféricas em função das suas dimensões e 
respetivas imagens de microscopia eletrónica de transmissão (a-e), com escala assinalada 
correspondente a 100 nm (adaptado de Mody et al., 2010). (II) Representação do 
comportamento das bandas LSPR de AuNP monodispersas e agregadas, segundo leitura 





Este fenómeno é explicado pela menor absorção de luz no espectro UV-vis, à medida 
que as nanopartículas vão adquirindo grandes dimensões e adaptando a forma de um filme 
de metal contínuo, razão pela qual o efeito da LSPR não se verifica à macroescala (Liz-
Marzán, 2006; Mody et al., 2010; Masson, 2017). Assim, através da variação das 
características físico-químicas das AuNP (como forma e tamanho) ou alteração da 
composição do meio envolvente (como aumento da força iónica ou alteração do pH da 
solução), é possível alterar o comprimento de onda de extinção máxima da LSPR. 
Esta deslocação da banda da LSPR das AuNP tem sido largamente utilizada na 
deteção colorimétrica de biomoléculas, quer por indução da agregação das AuNP na 
presença do analito em estudo (Storhoff et al., 2002; Baptista et al., 2005; Liu, Rodriguez 
& Lee, 2005; Baptista et al., 2006; Wang et al., 2006), quer por variação do índice de 
refração à superfície das AuNP (Yu & Irudayaraj, 2007; Soares et al., 2014), devido à 
adsorção do analito de interesse à superfície destas nanopartículas. Por outro lado, a sua 
cor intensa, visível a olho nu, mesmo na presença de quantidades reduzidas do analito 
específico a detetar, tem permitido a sua aplicação no desenvolvimento de ensaios de 
biodiagnóstico altamente sensíveis, económicos e com aplicação no local de prestação de 
cuidados de saúde (point-of-care) (Chandler, Gurmin & Robinson, 2000; Tanaka et al., 
2006; Baptista et al., 2008; Chun, 2008; Quesada-González & Merkoçi, 2015). 
Porém, a utilização bem-sucedida destas nanopartículas em ensaios biológicos 
depende da disponibilidade de métodos que garantam a síntese reprodutível, rápida e 
simples de AuNP com as características desejadas (Baptista et al., 2011; de Almeida et 
al., 2014).  
Apesar da existência de inúmeras estratégias de síntese de AuNP (Turkevich, 
Stevenson & Hillier, 1951; Brust et al., 1994; Daniel & Astruc, 2004; Green, 2005; 
Murphy et al., 2005), a maioria dessas estratégias é baseada na redução química ou 
eletroquímica de um composto precursor de ouro (III) na presença de um agente de 
revestimento. Este agente de revestimento deve ser capaz de se ligar à superfície das 
AuNP, controlando o seu crescimento e, ao mesmo tempo, deve promover a estabilização 
do coloide, evitando a agregação das AuNP no solvente utilizado (Baptista et al., 2011).  
A adsorção do agente de revestimento na superfície das AuNP pode ocorrer por 
quimissorção ou por fisiossorção (interação eletrostática ou hidrofóbica). Contudo, 
normalmente, pretende-se que este processo seja dinâmico e reversível, sendo possível a 
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remoção deste agente por lavagem excessiva das AuNP ou a sua troca por outra molécula 
de revestimento, adicionada num processo de funcionalização das AuNP (Baptista et al., 
2011). Assim, a seleção das condições experimentais de síntese, como o agente redutor 
utilizado, o tempo e temperatura da reação, assim como o agente de revestimento 
escolhido, deve ser adequada ao tamanho, forma e aplicações pretendidas para as AuNP 
sintetizadas (Baptista et al., 2011).  
Tendo em conta todos estes fatores, os métodos mais comummente utilizados para a 
preparação de AuNP esféricas para ensaios biológicos baseiam-se no método “clássico”, 
descrito por Turkevich e colaboradores em 1951 (Turkevich, Stevenson & Hillier, 1951), 
devido à sua simplicidade e alto rendimento. Neste método, o citrato de sódio é utilizado 
como agente redutor e, simultaneamente, como estabilizador coloidal através do 
revestimento das AuNP obtidas, conferindo-lhes uma camada superficial de iões 
carregados negativamente, que impede a sua agregação através de forças repulsivas. Este 
método produz AuNP razoavelmente monodispersas e estáveis em água, que podem ser 
funcionalizadas facilmente com marcadores biológicos modificados com grupos 
funcionais que apresentem maior afinidade para o ouro do que o citrato (Lim et al., 2014). 
Adicionalmente, por norma, quanto maior a concentração deste agente redutor, menores 
as partículas resultantes, pelo que modificações no protocolo permitem controlar e 
adaptar o tamanho e forma geométrica das AuNP às características pretendidas (Frens, 
1973; Kimling et al., 2006; Bastús, Comerge & Puntes, 2011). 
 
1.3.2 Funcionalização de AuNP  
De forma a aumentar a estabilidade das AuNP em solução, recorre-se à sua 
funcionalização (Baptista et al., 2011). Neste processo, a superfície das AuNP é 
modificada com moléculas que além de estabilizarem as AuNP em solução, lhes podem 
conferir propriedades ajustáveis às necessidades. Assim, o agente de revestimento 
utilizado no método de síntese é normalmente substituído por uma molécula bifuncional, 
que possui uma extremidade capaz de estabelecer ligações fortes com a superfície das 
AuNP, e outra extremidade com uma funcionalidade química/biológica pretendida, que 
ficará livre para interatuar com as moléculas alvo (Baptista et al., 2011; Franco & Pereira, 
2013). Estas moléculas de funcionalização são então utilizadas na atribuição de 
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características superficiais como hidrofilia/hidrofobicidade, carga e/ou capacidade de 
ligação a outras (bio)moléculas (Franco & Pereira, 2013).  
De entre estas moléculas, destaca-se o alcanotiol ácido 11-mercaptoundecanóico (11-
MUA), molécula comummente utilizada na funcionalização de AuNP para posterior 
conjugação com biomoléculas, cuja composição química está representada na figura 10 
(Sperling & Parak, 2010; Baptista et al., 2011; Franco & Pereira, 2013; Lim et al., 2014). 
O 11-MUA é uma molécula bifuncional constituída por um grupo tiol (-SH) na 
extremidade amino-terminal, que se liga covalentemente às nanopartículas, e um grupo 
carboxilo (-COOH) na extremidade carboxilo-terminal que, a pH adequadamente 
elevado, confere carga negativa uniforme à superfície das AuNP e a sua estabilidade em 
solução, assim como a possibilidade de formação de interações eletroestáticas com 
biomoléculas (Sperling & Parak, 2010; Baptista et al., 2011; Lim et al., 2014). A sua 
longa cadeia alifática, forma uma camada densa em torno das AuNP, auxiliando assim na 
estabilização coloidal das AuNP funcionalizadas.  
 
 
Figura 10. Estrutura do ácido 11-mercaptoundecanóico (11-MUA). 
 
Este ligando tem sido maioritariamente utilizado na conjugação das AuNP com 
proteínas, através do estabelecimento de interações eletrostáticas, nomeadamente com o 
citocromo c, uma proteína que contém uma face carregada positivamente (rica em lisinas) 
e que é responsável pela interação desta proteína com as faces carregadas negativamente 
dos seus parceiros fisiológicos (Gomes et al., 2012; Bolat et al., 2013). 
 
1.3.3 Bioconjugação de AuNP  
Para além do potencial de transdução de sinal em processos de deteção de 
biomoléculas através da modificação das propriedades óticas das AuNP, as propriedades 
de bioconjugação destas nanopartículas, usando processos que permitem manter a 
atividade bioquímica das biomoléculas marcadas, têm tornando as AuNP ótimas 
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ferramentas para várias aplicações quer ao nível do diagnóstico quer ao nível do 
tratamento (Hermanson, 2008; Baptista et al., 2011;  de Almeida et al., 2014; Qian, 2014). 
Várias moléculas biológicas têm sido conjugadas com AuNP, por forma a criar 
ferramentas altamente sensíveis aplicáveis em biossensores. O produto desta reação de 
conjugação é geralmente denominado “bioconjugado” e pode ocorrer através de: (i) 
atração eletroestática entre a carga superficial da AuNP (normalmente negativa) e a carga 
oposta das biomoléculas; (ii) adsorção química direta da biomolécula à superfície da 
AuNP através de grupos tiol ou amina; (iii) adsorção química dos grupos funcionais 
presentes na superfície da AuNP com os grupos funcionais da biomolécula de interesse 
(iv) ligações por afinidade específica, como por exemplo através do sistema biológico 
avidina-biotina (Baptista et al., 2011; Franco & Pereira, 2013; Qian, 2014). Uma 
esquematização dos processos de bioconjugação está presente na figura 11.  
As interações eletrostáticas são o processo mais simples de bioconjugação e 
promovem uma ligação com alguma estabilidade da biomolécula à superfície da AuNP, 
não apresentando, no entanto, controlo sobre a orientação e/ou disposição final da 
molécula adsorvida. Contudo, para que este fenómeno ocorra, certas condições devem ser 
controladas por forma a que a AuNP e a biomolécula tenham cargas opostas, o que torna 
este processo sensível ao pH e à força iónica do meio, assim como à presença de outras 
moléculas carregadas em solução (Baptista et al., 2011; Qian, 2014).  
A adsorção química ou quimiossorção, proporciona uma ligação mais estável do que 
a fisiossorção e é a mais aconselhada para obtenção de bons desempenhos das AuNP em 
ambientes químicos e/ou biológicos complexos (Baptista et al., 2011; Qian, 2014). 
A quimiossorção direta é um processo de bioconjugação possível na presença de 
biomoléculas com grupos funcionais capazes de estabelecer ligação com o metal. 
Todavia, a força das ligações estabelecidas entre esses grupos funcionais e o metal são 
por norma tão fortes, que podem comprometer a atividade biológica da biomolécula, 
principalmente se esta for uma proteína, quer pela alteração da sua estrutura terciária, 
quer pelo bloqueamento do seu centro ativo (Baptista et al., 2011; Franco & Pereira, 2013; 
Qian, 2014).  
Em alternativa, existe o processo de bioconjugação por quimiossorção mediada por 
moléculas intermediárias, que serão as responsáveis pela ligação covalente entre a AuNP 
e a biomolécula pretendida (Baptista et al., 2011; Qian, 2014). A utilização dos agentes 
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de reticulação EDC/NHS (cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida/N-
hidroxisuccinimida), como mediadores da formação de uma ligação amida entre as AuNP 
com grupos carboxilo superficiais e os grupos amina disponíveis nas proteínas, é uma das 
metodologias mais populares deste processo de conjugação (Baptista et al., 2011; Conde 
et al., 2014) 
No que respeita à conjugação por afinidade específica, as interações envolvidas 
podem ser estabelecidas entre moléculas biologicamente relacionados, como a ligação 
específica entre as moléculas de biotina e estreptavidina, ou entre ligandos sintéticos e 
biomoléculas, como a ligação entre o complexo Ni-NTA (formado por iões níquel e ácido 
nitrilotriacético) e proteínas marcadas com caudas de poli-histidinas. Estas ligações são 
altamente seletivas e suficientemente estáveis, sob condições ótimas. Porém, esta 
estratégia pode requerer a funcionalização prévia dos AuNP com um dos parceiros de 
ligação e a funcionalização da biomolécula com o outro parceiro de ligação (Baptista et 




Figura 11. Representação esquemática de diferentes abordagens de bioconjugação: (I) 
interações eletrostáticas, (II) adsorção química direta através de grupos tiol (-SH) da 
biomolécula (III) adsorção química mediada por grupos funcionais presentes quer na 
AuNP quer na biomolécula e (IV) ligações por afinidade específica (Adaptado de Qian, 
2014). 
 
1.3.4 Bioconjugados AuNP-proteína: otimização e caracterização 
Qualquer procedimento de conjugação, requer a otimização da proporção dos 
reagentes, de forma a se obterem conjugados com as aplicações pretendidas. No processo 
de conjugação de AuNP com proteínas, vários parâmetros devem ser considerados na sua 
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otimização: as características de superfície das AuNP (já discutidas acima); o ponto 
isoelétrico (pI) da proteína; o pH do meio em que ocorre o processo de adsorção; a 
quantidade de proteína que deve ser utilizada na conjugação; e a manutenção da atividade 
biológica da proteína de interesse (Hermanson, 2008; Franco & Pereira, 2013). 
Genericamente, a maioria das proteínas atinge o seu potencial máximo de adsorção 
às AuNP num pH próximo ou ligeiramente acima do seu pI, pelo que se acredita que a 
eficiência do processo de conjugação é aumentada se a reação de adsorção ocorrer a um 
valor de pH dentro da faixa do pI da proteína de interesse (Norde, 1986; Hermanson, 
2008). 
Além disso, todos os conjugados AuNP:proteína devem ser otimizados quanto à 
manutenção da atividade funcional da proteína. Neste aspeto, o processo de conjugação 
utilizado, o rácio proteína:AuNP, assim como o tamanho das nanopartículas utilizadas 
(isto é, a sua curvatura), são fatores a ter em consideração (Hermanson, 2008;Franco & 
Pereira, 2013). A conjugação por adsorção química direta da proteína ao metal é um 
processo que pode provocar a alteração da atividade funcional da proteína, como 
discutido anteriormente (Baptista et al., 2011; Franco & Pereira, 2013; Qian, 2014). Por 
sua vez, quer a quantidade de proteína adicionada quer a curvatura das AuNP são fatores 
que interferem na ocorrência de interações laterias proteína-proteína, que normalmente 
as deixam menos disponíveis para as interações biológicas pretendidas (Franco & Pereira, 
2013). Um aumento da curvatura das AuNP (menor diâmetro) e um rácio proteína:AuNP 
que evite uma sobrecarga de proteína na solução e à superfície da AuNP, são parâmetros 
que diminuem a ocorrência de interações laterais proteína-proteína não-cooperativas. 
Assim, a atividade biológica da proteína (como interação com o substrato, no caso de uma 
enzima, ou interação com um anticorpo, no caso de um antigénio) fica mais preservada e 
a proteína mais disponível para interações específicas com o solvente (Franco & Pereira, 
2013). 
 
1.3.4.1 Caracterização de conjugados AuNP-proteína por eletroforese em gel de 
agarose 
Outro fator importante no processo de conjugação e sua otimização é a caracterização 
dos conjugados no que respeita à qualidade e quantidade dos conjugados AuNP-proteína 
formados. Tanto a técnica de eletroforese em gel de agarose (EGA) como as técnicas de 
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espectroscopia (como por exemplo, espectroscopia de dispersão de luz, espectroscopia 
UV-Vis, espectroscopia de fluorescência, espectroscopia de dicroismo circular e 
espectroscopia vibracional) são ferramentas poderosas para essa caracterização (Franco 
& Pereira, 2013). Enquanto as técnicas espectroscópicas são técnicas complementares, 
que muitas vezes exigem a execução de duas ou mais técnicas para uma caracterização 
completa dos conjugados, a EGA permite a obtenção de resultados qualitativos e 
quantitativos no que respeita à coroa proteica formada em torno das AuNP (Franco & 
Pereira, 2013), tendo sido a técnica utilizada para caracterização dos conjugados 
formados neste estudo.  
A EGA é uma técnica clássica de separação de biomoléculas como ADN e proteínas. 
Mais recentemente, é também utilizada em bionanotecnologia, para a caracterização de 
AuNP e seus conjugados com biomoléculas (Hanauer et al., 2007; Lopez-Lorente, 
Simonet & Valcarce, 2011; Franco & Pereira, 2013; Zhen et al., 2015; Kim, Wark & Lee., 
2016).  
Nesta técnica, a velocidade de migração das nanopartículas e seus bioconjugados num 
processo de eletroforese varia de acordo com a equação 1, onde 𝑣 é a velocidade, 𝐸 é o 
campo elétrico, 𝑞 é a carga da molécula em solução e 𝑓 é a resistência à mobilidade da 





A resistência à mobilidade da partícula é dependente da massa e forma da partícula, 
da viscosidade dos tampões e da porosidade da matriz de agarose utilizada. Assim, em 
condições experimentais controladas (lote de AuNP, campo elétrico, tampão de corrida e 
porosidade da matriz de agarose), a velocidade de migração das AuNP e seus 
bioconjugados irá variar consoante a quantidade de proteína adsorvida à superfície das 
AuNP, uma vez que esta proteína adsorvida contribui decisivamente para alterações na 
carga superficial, massa ou forma da nanopartícula (Hanauer et al., 2007; Zhen et al., 
2015). Portanto, é de se esperar que com o aumento da quantidade de proteína adsorvida 
na superfície da nanopartícula, diminua a sua velocidade de migração em direção ao 
ânodo, pois há aumento do tamanho da nanopartícula e diminuição da sua carga negativa 




Assim, esta técnica permite uma caracterização dos conjugados através da avaliação 
da sua mobilidade eletroforética (Guirgis et al., 2012, Cavadas et al., 2016, Kim, Wark 
& Lee., 2016, de Almeida et al., 2018). A mobilidade eletroforética (𝜇, em cm2/V.s), por 
sua vez, depende do tamanho e carga dos bioconjugados, o que se reflete na sua 
velocidade de migração (𝑣, em cm/s) em determinado campo elétrico aplicado (𝐸, em 





À semelhança da interpretação feita para a equação 1, a diminuição da mobilidade 
eletroforética dos conjugados, reflete o aumento da adsorção da proteína de interesse à 
sua superfície.  
Esta variação da mobilidade eletroforética dos conjugados pode, em alguns casos, 
estar diretamente relacionada com o grau de cobertura da superfície das AuNP, fornecido 
pela proteína de interesse. Por exemplo, se a solução coloidal for incubada com 
concentrações crescentes da proteína de interesse, os conjugados resultantes irão 
apresentar cada vez menor mobilidade eletroforética. Essas mobilidades eletroforéticas 
podem ser analisadas em função do rácio proteína:AuNP, e esses dados podem ser 
utilizados quer na otimização da concentração de proteína a utilizar no processo de 
conjugação, quer na otimização do processo de bloqueamento de quaisquer locais de 
ligação remanescentes à superfície das AuNP, após conjugação com a proteína de 
interesse (Franco & Pereira, 2013). 
 Uma das grandes vantagens desta técnica é que, após a eletroforese, a leitura da 
migração pode ser feita de imediato, não havendo necessidade de coloração do gel, uma 
vez que as AuNP fornecem uma coloração vermelha intrínseca às amostras (Hanauer et 
al., 2007; Zhen et al., 2015). Têm vindo a ser utilizados softwares de processamento de 
imagens (como o software gratuido eReuss disponível em 
https://github.com/lkrippahl/eReuss) na medição precisa da migração das bandas de 
conjugados após EGA, permitindo a aplicação do cálculo preciso da sua mobilidade 
eletroforética na caracterização de conjugados AuNP-proteína (Guirgis et al., 2012, 






1.3.5 Aplicação de bioconjugados no diagnóstico clínico 
Os dispositivos de deteção baseados em conjugados AuNP-biomolécula têm sido 
extremamente úteis para o desenvolvimento de biossensores relevantes para o diagnóstico 
clínico (Wilson, 2008; Baptista et al., 2011; de Almeida et al., 2014). 
Numa visão simplificada desses biossensores, o elemento de (bio)reconhecimento é 
o responsável pela especificidade do sensor, pois são as biomoléculas adsorvidas à 
superfície das AuNP que irão reagir, especificamente, com o analito de interesse. Já a 
sensibilidade de deteção do analito, fica a cargo das AuNP e da aplicação das suas 
propriedades únicas na transdução do sinal (de Almeida et al., 2014). 
Dada a variedade de biomoléculas que podem ser utilizadas, os biossensores podem 
ser classificados de acordo com o elemento de reconhecimento, sendo mais comummente 
utilizados no diagnóstico clínico: (i) imunossensores para deteção de antigénios e 
anticorpos (ii); sensores de ácidos nucleicos (DNA/RNA); e (iii) sensores enzimáticos. 
No que respeita à transdução de sinal, os biossensores podem também ser classificados 
de acordo com a propriedade físico-química relevante da AuNP como por exemplo: (i) 
sensores colorimétricos; (ii) sensores baseados em fluorescência; e (iii) sensores 
eletroquímicos (Baptista et al., 2011; de Almeida et al., 2014). 
De entre os biossensores baseados em AuNP, as abordagens colorimétricas têm sido 
as mais exploradas e, devido à sua simplicidade e portabilidade, são as mais promissoras 
para o desenvolvimento de métodos de diagnóstico rápidos, económicos e com aplicação 
“point-of-care” (Wilson, 2008; Baptista et al., 2011; de Almeida et al., 2014).  
Como discutido anteriormente, em geral, estes biossensores colorimétricos baseados 
em AuNP exploram: (i) o fenómeno de agregação das nanopartículas e a consequente 
deslocação da banda da LSPR destas partículas para comprimentos de onda superiores, 
levando à mudança de cor da solução coloidal que pode ser detetada visualmente e 
quantificada por espectrofotometria UV-Vis (Storhoff et al., 2002; Baptista et al., 2005; 
Liu, Rodriguez & Lee, 2005; Baptista et al., 2006; Wang et al., 2006); ou (ii) as 
propriedades óticas das AuNP que as tornam, por si só, um marcador colorimétrico 
(Taton, Mirkin & Letsinger, 2000; Glynou et al., 2003; Choi et al.,  2010; Ang et al., 
2015). Estes sensores colorimétricos têm as suas principais aplicações no diagnóstico 
através da deteção de mutações em ácidos nucleicos (Doria et al., 2007), deteção de 
expressão génica (Baptista et al., 2005), deteção de agentes patogénicos (Baptista et al., 
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2006), deteção de proteínas (Choi et al., 2010; Ang et al., 2015), e deteção de 
antigénios/anticorpos (Guirgis et al., 2012; Cavadas et al., 2016), associados a patologias. 
Como neste trabalho o principal interesse é a aplicação de bioconjugados em 
imunossensores para deteção colorimétrica de reações antigénio-anticorpo, por forma a 
criar uma alternativa rápida, sensível e com aplicação “point-of-care” ao diagnóstico 
padrão da PPc, as aplicações deste tipo de sensores serão as mais exploradas nesta secção 
e seguintes.  
Como o desenvolvimento de métodos cada vez mais sensíveis é fundamental para o 
estabelecimento de um diagnóstico clínico baseado na deteção de anticorpos ou 
antigénios, a maneira mais simples de tirar proveito de bioconjugados em imunoensaios, 
é utilizando a forte absorção de luz visível por parte das AuNP, aplicando-as 
simultaneamente como marcadores colorimétricos e como amplificadoras do sinal ótico 
obtido (Baptista et al., 2011). Alguns exemplos práticos da aplicação de bioconjugados 
de AuNP em imunossensores óticos para otimização de métodos de diagnóstico 
tradicionais são:  
I.  Adaptação de ensaios imunoenzimáticos tradicionais, através da utilização de 
conjugados AuNP:anticorpo como potenciadores de sinal. Um exemplo prático é o 
trabalho de Ambrosi e colaboradores, que adaptaram uma ELISA tradicional para 
deteção do marcador tumoral CA15.3 (do inglês, cancer antigen 15.3), através da 
utilização de conjugados AuNP-anticorpos anti-CA15.3 marcados com peroxidase, 
tendo melhorado a sensibilidade da técnica (que possui agora um limite de deteção 
na gama 0–60 U.mL–1) e a rapidez do ensaio tradicional (Ambrosi, Airo & Merkoc, 
2009);  
II.  Desenvolvimento de ensaios “bio-barcode”, onde a molécula biológica de 
interesse é capturada e detetada com base na sua interação específica combinada 
com nanopartículas magnéticas e AuNP sinalizadoras. Nestes ensaios, as 
nanopartículas magnéticas permitem a separação e isolamento do analito alvo 
enquanto que as AuNP conjugadas são usadas para deteção e amplificação do sinal 
ótico, aumentando a sensibilidade do ensaio (Nam, Thaxton & Mirkin, 2003). Um 
exemplo clássico da aplicação destes ensaios no diagnóstico clínico é a 
possibilidade de deteção do antigénio específico da próstata em amostras 
biológicas, com uma sensibilidade 300 vezes superior à apresentada nos 
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imunoensaios comerciais disponíveis para a deteção desta biomolécula (Thaxton et 
al., 2009); 
III.  Imunoensaios baseados em técnicas menos comuns de espectroscopia de dispersão 
de luz também têm produzido resultados promissores em termos de aumento da 
sensibilidade de deteção do analito de interesse. Exemplos práticos são a utilização 
de bioconjugados de AuNP em técnicas de espectroscopia de dispersão de luz para 
deteção de transferrina com limites de deteção que partem de valores tão baixos 
como 85 pM (Cai et al., 2009); ou a deteção de marcadores tumorais através de 
conjugados AuNP-anticorpos (Liu et al., 2008); 
IV.  Imunoensaios de fluxo lateral, que são imunossensores portáteis e, como tal, com 
maior aplicação “point-of-care”, onde os bioconjugados AuNP-anticorpo ou 
AuNP-antigénio permitem a leitura da reação antigénio-anticorpo a olho nu. Estes 
imunossensores serão exaustivamente discutidos na secção seguinte, por serem os 















1.4 Imunonanodiagnóstico: deteção de anticorpos em ensaios de fluxo 
lateral 
A combinação das vantagens das AuNP e da especificidade das biomoléculas, 
conferem aos bioconjugados AuNP-biomolécula duas grandes aplicações médicas: 
terapia e diagnóstico, sendo esta última o foco do presente trabalho. O nanodiagnóstico é 
uma área em crescimento exponencial, que tem contribuído para o surgimento de mais e 
melhores técnicas para diagnóstico clínico, com aumento da sensibilidade e redução dos 
custos associados (Jain, 2003; Baptista et al., 2008; Baptista et al., 2011; de Almeida et 
al., 2014).  
O diagnóstico laboratorial das doenças infeciosas pode ser realizado usando métodos 
de cultura, de deteção do microrganismo suspeito ou dos seus antigénios, de deteção de 
anticorpos gerados em resposta à presença do agente patogénico, ou através da deteção 
de material genético do agente causador da infeção. Cada uma destas abordagens, 
meticulosamente detalhadas na secção 2 e 3 deste capítulo, possui pontos fracos no que 
respeita ao diagnóstico da PPc.  
A cultura in vitro continua a ser um método de diagnóstico não aplicável à PPc, devido 
à dificuldade de cultivar P. jirovecii de forma reprodutível e duradoura. A deteção do 
microrganismo por microscopia, está dependente da recolha de amostras respiratórias 
obtidas por técnicas invasivas e que exigem mão-de-obra especializada. Os métodos de 
biologia molecular, para além de estarem dependentes de infraestruturas e tecnologias 
especializadas, podem causar ambiguidade no estabelecimento do diagnóstico, pois não 
são capazes de distinguir infeção ativa de colonização por P. jirovecii. Por fim, a pesquisa 
de anticorpos anti-P. jirovecii começou a ser feita em amostras de soro com recurso a 
antigénios recombinantes deste microrganismo, mas até à data não existe qualquer 
método serológico que permita o diagnóstico sensível, específico e precoce da PPc 
(Tomás & Matos, 2018). 
Contudo, a pesquisa de anticorpos anti-P. jirovecii em soro continua a ser uma 
abordagem atrativa e ainda pouco explorada no estabelecimento do diagnóstico da PPc. 
Uma vez que a deteção de biomoléculas em amostras biológicas se torna mais rápida, 
mais sensível e mais flexível quando nanopartículas são utilizadas como ferramentas de 
deteção (Baptista et al., 2008; Baptista et al., 2011; Almeida et al., 2014), neste trabalho, 
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a sua utilização foi explorada no desenvolvimento de ensaios de fluxo lateral para deteção 
de anticorpos anti-P. jirovecii (Tomás et al., 2019). 
 
1.4.1 Ensaios de fluxo lateral: composição e formatos 
Os ensaios de fluxo lateral (LFA, do inglês lateral flow assays), também designados 
testes de tira, são uma plataforma baseada em papel para a deteção e/ou quantificação de 
analitos em misturas complexas, onde a amostra é colocada num dispositivo de teste e os 
resultados são obtidos em minutos (O’Farrell, 2013; Sajid, Kawde & Daud, 2014; 
Koczula & Gallotta, 2016). O seu baixo custo de produção, facilidade de utilização e 
portabilidade, resultaram na expansão das suas aplicações no diagnóstico clínico. Apesar 
da sua principal e mais conhecida aplicação continuar a ser os típicos testes de gravidez, 
os LFA são atualmente amplamente utilizados na prática clínica para a deteção de uma 
vasta gama de analitos (antigénios, anticorpos, fármacos, hormanas, entre outras) em 
várias amostras biológicas, incluindo urina (Magambo et al., 2014; Moreno et al., 2017), 
saliva (Carrio et al., 2015; Apilux et al., 2018), soro (Magambo et al., 2014), plasma 
(Schramm et al., 2015), sangue total (Ang et al., 2015; Schramm et al., 2015), entre 
outras. Além disso, devido à sua durabilidade e armazenamento independente de 
refrigeração, estes testes estão muito bem adaptados para uso em ambulatório (aplicação 
point-of-care) e em regiões com recursos escassos ou remotas. 
A tecnologia dos LFA está dependente do tipo de leitura que se pretende: leitura ótica 
ou leitura eletroquímica. Como os LFA tendem a ser mais comummente utilizados para 
análises qualitativas do que quantitativas, os métodos que permitem uma leitura ótica, 
preferencialmente independente de equipamentos, são geralmente os de eleição 
(O’Farrell, 2013; Sajid, Kawde & Daud, 2014; Koczula & Gallotta, 2016). 
Embora existam variações da tecnologia, todos os LFA operam usando o mesmo 
conceito básico: uma amostra líquida contendo o analito de interesse migra ao longo da 
tira por capilaridade, passando por várias zonas nas quais moléculas que podem interagir 
com o analito de interesse estão presentes. Para esse efeito, os testes de tira são compostos 
pela sobreposição de materiais e montadas num suporte de apoio (normalmente plástico), 
que garante a estabilidade e o manuseio do teste (O’Farrell, 2013; Sajid, Kawde & Daud, 




Figura 12. Esquema ilustrativo geral da composição de um LFA (adaptado de Quesada-
González & Merkoçi, 2015). 
 
A zona de aplicação da amostra é uma zona absorvente, sobre a qual a amostra em 
estudo é aplicada sobre uma malha de tecido ou fibra de celulose. A sua função principal 
é promover a distribuição uniforme e controlada da amostra, pelo que deve exibir 
espessura e densidade consistentes, de modo a que as taxas de absorção sejam uniformes, 
garantindo a reprodutibilidade do ensaio. Esta zona deve também apresentar baixa 
afinidade de ligação ao analito de interesse, para evitar a sua adsorção nesta almofada. 
Para tal, este componente do teste pode ser alvo de pré-tratamento com proteínas, 
detergentes ou sais, por forma a reduzir as ligações não específicas, aumentar a 
viscosidade ou alterar o pH da amostra (O’Farrell, 2013; Koczula & Gallotta, 2016). 
A matriz de conjugação é uma zona composta, tipicamente, por fibra de vidro, na 
qual o reagente de deteção (normalmente AuNP ou partículas de látex) foi imobilizado e 
seco. Após a saturação da almofada de aplicação da amostra, a amostra flui para esta 
matriz e o reagente de deteção é re-hidratado e libertado, migrando juntamente com a 
amostra em direção à membrana de reação. As funções principais desta matriz são 
preservar a estabilidade das partículas de deteção após secagem e assegurar a 
transferência uniforme da amostra e do reagente de deteção para a membrana de reação, 
após re-hidratação (O’Farrell, 2013; Koczula & Gallotta, 2016).  Assim, a sua otimização 
deve ser feita de forma a evitar a ligação não específica do reagente de deteção e/ou do 
analito à matriz, podendo ser necessário um pré-tratamento com carboidratos (tais como 
sacarose), que funcionam como agentes de conservação e de re-solubilização (Anon, 
2008). Quando a amostra entra na matriz de conjugação, as moléculas de açúcar que 
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rodeiam e estabilizam o reagente de deteção dissolvem-se rapidamente, favorecendo a re-
solubilização deste reagente e a sua migração com a amostra (Anon, 2008). 
A membrana de reação é considerada o elemento mais importante no 
desenvolvimento de um LFA. A nitrocelulose é o material mais comumente utilizado, e 
as suas membranas podem ser apresentadas por gama de poros com diferentes tamanhos 
ou por gama de tempos de fluxo capilar. O tempo de fluxo capilar é tipicamente expresso 
em segundos por centímetro (s.cm-1) e é definido como o tempo que o líquido da amostra 
demora a percorrer e preencher completamente a membrana de reação. Quer o tamanho 
do poro utilizado quer o tempo de fluxo capilar, podem afetar a sensibilidade e 
especificidade do imunoensaio de fluxo lateral, bem como a consistência da linha de teste, 
pelo que a sua seleção deve ser criteriosa (O’Farrell, 2013). Como os poros não são 
distribuídos igualmente ao longo da membrana, devido ao processo de fabrico, o tempo 
de fluxo capilar é normalmente recomendado como o parâmetro a usar na seleção final 
da membrana do ensaio de fluxo lateral (Koczula & Gallotta, 2016). A seleção e adsorção 
dos reagentes de captura e de controlo, nas linhas teste e controlo, respetivamente, devem 
também ser otimizadas para cada ensaio, pois controlarão grande parte da sua eficiência. 
Normalmente, na linha teste é depositado um reagente de captura capaz de reagir com o 
analito em estudo e na linha controlo é depositado um reagente de captura capaz de 
capturar o reagente de conjugação para assegurar a validade do ensaio.  Para 
padronização, é normalmente necessário recorrecer a instrumentos especializados para 
uma aplicação precisa destes reagentes nas respetivas linhas, criando zonas de teste e 
controlo bem definidas. A leitura, representada pelas linhas coloridas que aparecem com 
diferentes intensidades, pode ser avaliada a olho nu ou usando um leitor ótico (O’Farrell, 
2013; Sajid, Kawde & Daud, 2014; Koczula & Gallotta, 2016).  
Por fim, a almofada absorvente, tipicamente composta por um filtro de celulose, é o 
último componente do teste de tira com o qual a amostra entra em contacto. Este 
absorvente tem a função de aumentar o volume de amostra que pode ser analisada no teste 
de tira e evita o seu refluxo. O aumento do volume de amostra testado é útil para a 
sensibilidade do ensaio, uma vez que aumenta a quantidade de analito que passa pela 
membrana de reação e, ao mesmo tempo, diminui o ruído de fundo do teste, ao aumentar 
a lavagem do reagente de deteção em excesso. Para tal, a espessura deste absorvente deve 
ser otimizada para cada ensaio. (O’Farrell, 2013; Koczula & Gallotta, 2016). 
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Existem dois tipos de formato de LFA: direto e competitivo. Um teste direto é usado 
para detetar analitos com peso molecular elevado e com múltiplos determinantes 
antigénicos disponíveis (Butler, Khanlian & Cole, 2001; Workman et al., 2009). No caso 
de pequenas moléculas com determinantes antigénicos únicos, incapazes de se ligarem a 
mais do que um reagente de captura, são aplicados testes competitivos (Apilux et al., 
2018). Assim, num teste direto, a presença da linha de teste indica um resultado positivo 
e a presença da linha de controlo confirma, geralmente, que a amostra e o reagente de 
conjugação migraram de forma adequada através do dispositivo. Num ensaio 
competitivo, a ligação do reagente de conjugação ao analito bloqueia a sua interação com 
o reagente de captura na linha teste, pelo que um resultado positivo é indicado pela falta 
de sinal na linha de teste, enquanto a linha de controlo deve ser sempre visível, 
independentemente do resultado do teste (Sajid, Kawde & Daud, 2014; Koczula & 
Gallotta, 2016). 
De entre cada um destes ensaios, existem esquemas mais ou menos tradicionais que 
variam consoante o analito a pesquisar, o tipo de conjugado e o reagente de captura 
utilizados (Aveyard, Nolan & Wilsom, 2008; Sotnikov, Zherdev & Dzantiev, 2018).  
Ensaios de fluxo lateral diretos, aplicados à deteção de anticorpos séricos, como os 
desenvolvidos neste trabalho, possuem maioritariamente o formato apresentado na figura 
13A. Neste formato, os testes são desenvolvidos com base na utilização de reagentes de 
coloração (normalmente AuNP) conjugados com imunoglobulinas ou proteínas de 
captura de imunoglobulinas, capazes de reagir com os anticorpos circulantes da amostra. 
Assim, após aplicação da amostra, os anticorpos que se pretendem detetar que tenham 
sido capturados pelos conjugados migram ao longo da membrana e ficam retidos na linha 
de teste, através da sua reação com antigénios específicos imobilizados nesta zona 
analítica, formando um complexo colorido (Nakano et al., 2015; Sotnikov et al., 2015a; 
Janwan et al., 2016; Khan et al., 2016). 
Um esquema alternativo, muito menos descrito na literatura, está representado na 
figura 13B. Neste formato, os reagentes de coloração são conjugados com antigénios 
específicos, que permitem a captura direcionada dos anticorpos circulantes a detetar na 
amostra biológica. Assim, na linha de teste são imobilizadas imunoglobulinas ou 
proteínas de captura das imunoglobulinas de interesse, que permitem a captura dos 
Capitulo 1 
69 
conjugados e respetivos anticorpos adsovidos, com a consequente formação de um 
complexo colorido nesta zona analítica (Sotnikov et al., 2015b).  
Alguns autores demonstraram que este formato alternativo promove um aumento da 
sensibilidade analítica até 50% (Sotnikov et al., 2015b). Tal é explicado pelo facto de, no 
caso do esquema tradicional (figura 13A), todas as imunoglobulinas presentes na amostra 
serem capazes de reagir com os conjugados, deixando poucos espaços livres para a 
ligação dos anticorpos específicos contra o antigénio de interesse. Assim, esta competição 
(maior em amostras com baixa concentração de anticorpos específicos contra o agente 
infecioso) limita substancialmente a captura dos conjugados na zona de teste, resultando 
numa diminuição na sensibilidade do teste e, consequentemente, num aumento no número 
de resultados falso-negativos. No esquema alternativo (figura 13B), como um antigénio 
do agente infecioso é conjugado com a AuNP, apenas anticorpos específicos se ligam ao 
conjugado no primeiro passo do ensaio, evitando competição com outras 
imunoglobulinas inespecíficas. Tal proporciona um maior conteúdo de anticorpos 
específicos no complexo formado e, consequentemente, um aumento da captura dos 
conjugados na zona teste, com aumento da sensibilidade do ensaio. 
Por esta razão, este esquema alternativo poderá ser uma boa abordagem no 




Figura 13. Esquema ilustrativo do formato tradicional (A) e de um formato alternativo 
(B) de imunoensaios de fluxo lateral para pesquisa de anticorpos na amostra em estudo. 
No formato tradicional, o complexo colorido formado na linha teste é composto pelos 
antigénios de captura, os anticorpos de interesse e os conjugados AuNP-Imunoglobulina. 
No formato alternativo, o complexo colorido formado na linha teste é composto pelas 
imunoglobulinas/proteínas de captura, pelos anticorpos de interesse e pelos conjugados 
AuNP-Antigénio. (adaptade de Sotnikov, Zherdev & Dzantiev, 2018). 
 
1.4.2 Aplicação de AuNP em imunoensaios de fluxo lateral: exemplo prático do 
imunonanodiagnóstico da PPc 
A combinação do conceito dos LFA com a utilização de nanoparticulas como 
ferramentas de deteção, tem tornado estes testes ótimos instrumentos de diagnóstico 
(Chun, 2008; Baptista et al., 2011; Quesada-González & Merkoçi, 2015). Atualmente, o 
ouro coloidal é o reagente de deteção mais amplamente utilizado nos LFA comerciais 
(Chandler, Gurmin & Robinson, 2000; Chun, 2008; Baptista et al., 2011; Quesada-
González & Merkoçi, 2015). As razões que sustentam esta sua ampla utilização, baseiam-
se nas características únicas das AuNP, discutidas na secção 4 deste capítulo, que as 
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tornam ferramentas de deteção ótica que garantem a eficiência e aplicabilidade dos LFA 
em diagnóstico clínico. A portabilidade destes testes, e consequente possibilidade de os 
executar em ambiente de ambulatório e/ou em áreas remotas, é assegurada pela 
estabilidade destas partículas. Já a elevada sensibilidade e especificidade destes ensaios, 
é assegurada pela bioconjugação das AuNP a biomoléculas que produzem reações 
específicas com o analito em estudo. A reprodutibilidade destes testes tem de ser 
assegurada, e tal é possível através da uniformização da produção dos bioconjugados 
através da possibilidade de síntese de AuNP sempre com as mesmas características. A 
aplicação e interpretação destes LFA em ambulatório, é assegurada pela cor intensa das 
AuNP, capaz de produzir um resultado colorimétrico rápido e independente de 
instrumentos de leitura. Por fim, o baixo custo da produção do teste e a consequente 
possibilidade de o tornar economicamente acessível, é assegurado pela facilidade e baixo 
custo de produção destas ferramentas de deteção (Chandler, Gurmin & Robinson, 2000; 
Chun, 2008; Baptista et al., 2011; O’Farrell, 2013; Quesada-González & Merkoçi, 2015).  
 
Assim, tendo em conta as potencialidades da aplicação de AuNP no desenvolvimento 
de imunoensaios de fluxo lateral para diagnóstico clínico, nasceu a ideia de se 
desenvolver um LFA para o diagnóstico da PPc. Esta abordagem, explorada neste 
trabalho, baseou-se na conjugação da tecnologia de produção de antigénios 
recombinantes de P. jirovecii, com as extraordinárias propriedades das AuNP, para 
deteção de anticorpos circulantes específicos contra P. jirovecii em amostras de soro de 
doentes. Para isso, dois antigénios recombinantes sintéticos (ARS) multi-epítopo 
específicos de P. jirovecii foram produzidos e conjugados com AuNP esféricas (de acordo 
com o esquema alternativo dos LFA exposto na figura 13B), aplicando esses conjugados 
como ferramentas de deteção de anticorpos reativos contra P. jirovecii, nos LFA 
desenvolvidos (Tomás et al., 2019). Esta abordagem procura oferecer uma alternativa de 
diagnóstico da PPc, proporcionando um teste de deteção da infeção por P. jirovecii rápido 
e precoce, com recurso a uma amostra biológica obtida de forma menos invasiva (sangue 






1.5 Objetivos da presente dissertação  
No contexto da necessidade de se desenvolverem alternativas ao diagnóstico clássico 
da PPc que permitam a utilização de amostras biológicas obtidas de forma minimamente 
invasiva, este trabalho teve como objetivos gerais:  
1. validar o potencial de antigénios recombinantes sintéticos de P. jirovecii 
como biomarcadores da infeção por P. jirovecii;  
2. aplicar antigénios recombinantes sintéticos de P. jirovecii na deteção de 
anticorpos circulantes anti-P. jirovecii em amostras de soro de doentes; 
3. conjugar antigénios recombinantes sintéticos de P. jirovecii a nanopartículas 
de ouro, tendo por base o desenvolvimento de um imunoensaio de fluxo 
lateral para o diagnóstico de PPc. 
 
Para tal, este trabalho teve como objetivos específicos: 
i) produzir e purificar antigénios recombinantes sintéticos multi-epítopo 
específicos de P. jirovecii, tendo por base as propriedades antigénicas das 
suas glicoproteínas major de superfície (Msg) e da sua protease de serina 
Kex1; 
ii) aplicar estes antigénios na deteção de anticorpos anti-P. jirovecii da classe 
IgG e IgM, em soros de doentes provenientes de grupos clínicos distintos, por 
técnica de ELISA; 
iii) definir os níveis e as classes de anticorpos anti-P. jirovecii com aplicação no 
diagnóstico da PPc; 
iv) conjugar os antigénios recombinantes sintéticos de P. jirovecii produzidos a 
nanopartículas de ouro, criando bioconjugados estáveis reconhecidos pelos 
anticorpos anti-P. jirovecii presentes no soro dos doentes; 
v) otimizar os bioconjugados a aplicar no desenvolvimento de um imunoensaio 
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5.1 Discussão geral 
A pneumonia por Pneumocystis jirovecii (PPc) continua a ser uma patologia 
mundialmente associada à infeção por VIH, representando um importante fator de 
morbilidade e mortalidade nestes doentes (Brown et al., 2012; Armstrong, Meintjes & 
Brown, 2014; Bongomin et al., 2017; GAFFI, 2017). Adicionalmente, o aumento do 
número de casos de PPc noutros grupos de doentes imunocomprometidos, associado ao 
aumento do uso de agentes imunossupressores por longos períodos de tempo ou em doses 
elevadas (Rodriguez et al., 2004; Monnet et al., 2008; Maini et al., 2013; Kim et al., 
2014; Bienvenu et al., 2016), tem reforçado a importância clínica desta infeção na saúde 
pública mundial. Assim, cada vez mais o diagnóstico precoce desta doença se reveste de 
grande importância, uma vez que a sua resolução está estritamente relacionada com o 
estabelecimento de uma terapêutica adequada, o mais precocemente possível (Matos, 
Tomás & Antunes, 2017). 
Presentemente, o diagnóstico clínico da PPc continua a representar um desafio. Em 
primeiro lugar, porque não existem sinais ou sintomas patognomónicos desta doença, 
bem como achados radiológicos ou gasométricos específicos, o que torna o diagnóstico 
clínico dependente de achados laboratoriais que confirmem a infeção por P. jirovecii 
(Matos, Tomás & Antunes, 2017; Tomás & Matos, 2018). Em segundo lugar, porque 
esses achados laboratoriais específicos são, atualmente, dependentes da obtenção de 
amostras respiratórias por técnicas invasivas, onerosas e de difícil execução em doentes 
com insuficiência respiratória ou em crianças, e especialmente difíceis de implementar 
em regiões com recursos financeiros limitados (Matos, Tomás & Antunes, 2017; Tomás 
& Matos, 2018). 
Assim, o desenvolvimento de um teste de diagnóstico mais rápido e barato, independente 
de equipamentos e infraestruturas especializadas e que utilize amostras biológicas obtidas 
de forma minimamente invasiva, como o sangue, é uma necessidade premente, pois 
representará um grande benefício para o doente e uma melhoria no controlo clínico desta 
doença.  
Nessa perspetiva, têm sido direcionados esforços para a descoberta de biomarcadores 
serológicos. Esses biomarcadores são, por norma, moléculas representativas e específicas 
do microrganismo causador da infeção ou moléculas do hospedeiro produzidas em 
resposta à infeção, as quais são libertadas em quantidades suficientes para serem 
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detetadas em misturas complexas, como em amostras de sangue (Kierny, Cunningham & 
Kay, 2012). Até aos dias de hoje, ainda não foi possível estabelecer um teste para o 
diagnóstico da PPc baseado em nenhum dos biomarcadores serológicos estudados (S-
adenosilmetionina, glicoproteína KL-6, lactato desidrogenase e β-glucano), pois nenhum 
deles se mostrou específico da infeção por P. jirovecii (Matos, Tomás & Antunes, 2017; 
Tomás & Matos, 2018). O β-glucano é um componente estrutural de P. jirovecii que 
também está presente em outros fungos, podendo ocorrer aumento dos seus níveis séricos 
durante outras infeções que não a PPc (Finkelman, 2010; Esteves et al., 2015). Já os níveis 
séricos das proteínas LDH e KL-6, no caso da infeção por PPc, encontram-se elevados 
em resposta à lesão do parênquima pulmonar. Porém, qualquer outro fator que conduza a 
lesão celular ou, particularmente, à lesão das células epiteliais pulmonares, pode também 
estar na origem da elevação da LDH e KL-6, respetivamente (Tasaka et al., 2007; Esteves 
et al., 2015). Por fim, a aplicabilidade da SAM enquanto biomarcador da PPc tem 
suscitado discórdia entre diversos autores, não estando bem definida qual a relação dos 
seus níveis séricos com a infeção por P. jirovecii (Matos, Tomás & Antunes, 2017; Tomás 
& Matos, 2018). 
Neste contexto, o estudo da resposta imunitária do hospedeiro às proteínas de superfície 
específicas de P. jirovecii surgiu como uma alternativa na identificação de novos 
biomarcadores adequados ao diagnóstico serológico da PPc, com base nos níveis séricos 
de anticorpos específicos, produzidos em resposta à infeção por este fungo oportunista 
(Daly et al., 2002; Bishop & Kovacs, 2003; Daly et al., 2004; Daly et al., 2006; Daly et 
al., 2009; Tipirneni et al., 2009; Walzer et al., 2009; Djawe et al., 2010; Gingo et al., 
2011; Blount et al., 2012; Djawe et al., 2013; Tomás et al., 2016; Tomás et al., 2019). 
Com base nesta perspetiva, surgiu o trabalho aqui apresentado. 
As primeiras investigações nesta área surgiram através do estudo da reatividade de soros 
de indivíduos imunocompetentes e imunocomprometidos, com e sem história prévia ou 
atual de PPc, em relação a frações recombinantes da região amino-terminal (MsgA), 
intermédia (MsgB) e carboxilo-terminal (MsgC) da Msg nativa de P. jirovecii (Daly et 
al., 2002; Daly et al., 2004; Tipirneni et al., 2009; Blount et al., 2012). Os resultados 
desses estudos demonstram que tem sido difícil manter um consenso em termos de 
aplicabilidade dos resultados obtidos, pois diferentes autores têm estudado a resposta 
imunitária de diferentes populações em relação a diferentes frações recombinantes da 
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Msg de P. jirovecii (ver quadro 4 do capítulo 1 nas págs. 42-43). No entanto, um achado 
laboratorial foi consistente em todos esses estudos: a reatividade dos anticorpos 
produzidos contra a região carboxilo-terminal da Msg de P. jirovecii, era a que melhor 
permitia a distinção entre indivíduos com exposição prévia ou infeção ativa por P. 
jirovecii, de doentes sem episódios prévios ou sem infeção por este microrganismo.  
Assim, o capítulo 2 desta dissertação, composto pelo artigo intitulado “Serological 
diagnosis of pneumocystosis: production of a synthetic recombinant antigen for 
immunodetection of Pneumocystis jirovecii“ publicado em 2016, expõe o início do 
trabalho aqui apresentado: o desenho, produção e purificação de um único antigénio 
recombinante sintético (ARS) multi-epítopo construído com base no estudo in silico da 
imunogenicidade da sequência de aminoácidos da região terminal da porção intermédia 
(MsgB) e de toda a região carboxilo-terminal (MsgC) da Msg nativa de P. jirovecii 
(Tomás et al., 2016). 
Esta tecnologia de produção de antigénios sintéticos multi-epítopo já tinha demonstrado 
aplicabilidade no desenvolvimento de métodos serológicos de deteção de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii (Dai et al., 2012; Dai et al., 2013). Com esta abordagem, numa única 
ferramenta antigénica, ficam disponíveis vários epítopos diferentes, altamente 
imunogénicos, provenientes de sequências de aminoácidos que não estão próximas entre 
si na molécula nativa. Deste modo, esta ferramenta antigénica permite a deteção de 
diferentes anticorpos anti-P. jirovecii num único ensaio, aumentando a sua sensibilidade. 
O ARS da Msg de P. jirovecii desenvolvido neste trabalho foi desenhado com base na 
avaliação de propriedades físico-químicas (estrutura secundária, polaridade, posição 
relativa à membrana, acessibilidade, antigenicidade, flexibilidade e índice de 
hidrofobicidade) da sequência de aminoácidos correspondente às regiões indicadas. 
Primeiro foram identificadas as regiões com elevado índice de polaridade, acessibilidade, 
flexibilidade, antigenicidade e hidrofilia, que tivessem uma posição externa relativa à 
membrana, pois estas características atribuem ao ARS maior probabilidade de interação 
com outras macromoléculas, como por exemplo anticorpos. Depois de identificadas estas 
regiões, a sequência nucleotídica analisada foi alinhada com outras sequências 
nucleotídicas previamente depositadas em bancos de dados internacionais para o gene 
codificador da Msg de P. jirovecii, por forma a identificar as regiões mais conservadas 
desta proteína, limitando a seleção dos epítopos constituintes do ARS a estas regiões.  
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Seguidamente, todas as regiões passíveis de serem selecionadas foram estudadas 
relativamente à sua semelhança com outras sequências depositadas em bases de dados 
internacionais (NCBI Blast), com vista à seleção de regiões que fossem, exclusivamente, 
semelhantes a proteínas de Pneumocystis. Este passo atribui especificidade a esta 
ferramenta antigénica uma vez que, ao garantir que os seus constituintes são 
exclusivamente específicos de Pneumocystis, estamos a diminuir a probabilidade de 
ocorrência de reatividade cruzada com anticorpos reativos contra proteínas semelhantes 
de outros microrganismos ou do próprio hospedeiro. 
O ARS final desenhado é então constituído por três epítopos imunogénicos da Msg nativa 
de P. jirovecii (ver figura 1 do capítulo 2 na pág. 122), intervalados entre si por duas 
pontes de glicina, que funcionam como “dobradiças” não reativas, possibilitando que os 
três fragmentos proteicos adquiram a sua estrutura tridimensional própria, e que 
mantenham uma distância entre si que permita a sua interação individual com os 
respetivos anticorpos. Após clonagem em vetor de expressão adequado, este antigénio foi 
expresso com uma cauda adicional contendo seis resíduos de histidina, que permitiu a sua 
purificação por cromatografia de afinidade com iões metálicos. 
Este ARS purificado foi então aplicado no desenvolvimento de uma técnica ELISA para 
deteção de anticorpos (IgG, IgM e Ig totais) produzidos especificamente em resposta à 
infeção por P. jirovecii, através da avaliação dos níveis séricos desses anticorpos em 
indivíduos imunocompetentes (dadores de sangue) e em doentes imunocomprometidos 
categorizados em quatro grupos clínicos distintos, relativamente à infeção por P. jirovecii 
(doentes com PPc, doentes colonizados por P. jirovecii, doentes sem infeção por P. 
jirovecii e doentes sem infeção por P. jirovecii mas com outras infeções fúngicas, ver 
quadro 1 do capítulo 2 na pág. 120). 
A avaliação dos níveis de anticorpos nestes cinco grupos clínicos teve três objetivos 
distintos e complementares: i) determinar se doentes imunocomprometidos, 
maioritariamente seropositivos para VIH (85%) conseguiam montar uma resposta 
imunitária contra a infeção por P. jirovecii; ii) comprovar a especificidade do ARS 
produzido, avaliando a reatividade de soros de doentes sem infeção por P. jirovecii mas 
com outras infeções fúngicas; iii) determinar a aplicabilidade desta ferramenta antigénica 
e da técnica ELISA desenvolvida no diagnóstico serológico da PPc, com base na hipótese 
de que doentes de diferentes grupos clínicos apresentariam, previsivelmente, diferentes 
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níveis de reatividade serológica anti-P. jirovecii. 
Ao contrário do que alguns estudos anteriores sugeriam (Bishop & Kovacs, 2003; Blount 
et al., 2012; Djawe et al., 2013), no presente estudo com este ARS da Msg de P. jirovecii, 
foi possível detetar a presença de uma resposta imunitária contra a infeção por este fungo 
em  seropositivos para VIH, uma vez que os níveis de anticorpos totais e IgM reativos 
contra este antigénio estavam estatisticamente aumentados em doentes 
imunocomprometidos com PPc, comparativamente aos níveis encontrados em indivíduos 
imunocompetentes (dadores de sangue, ver figura 2 do capítulo 2 na pág. 123). Tal 
demonstra que o alto grau de imunossupressão que normalmente está presente em doentes 
que contraem PPc, não inviabiliza a produção de anticorpos reativos contra o agente 
patogénico nem a utilização de um método serológico para determinação do estádio da 
infeção. 
Os resultados deste estudo também confirmaram a especificidade do antigénio produzido, 
uma vez que o nível de reatividade dos anticorpos IgG e IgM detetados em doentes com 
outras infeções fúngicas usando este ARS, foi sempre significativamente menor que o 
nível de reatividade detetado em doentes com infeção por P. jirovecii (ver figura 2 do 
capítulo 2 na pág. 123). Estes dados reforçam a ausência de reatividade cruzada entre o 
ARS produzido e anticorpos produzidos em resposta à infeção ativa por outros fungos.  
Por fim, os resultados obtidos permitiram concluir que somente os níveis serológicos de 
anticorpos IgM reativos contra o ARS produzido, podem ser considerados bons 
marcadores serológicos de PPc ativa, contrariamente ao relatado em estudos anteriores 
(Djawe et al., 2010; Djawe et al., 2013). Nesses estudos anteriores, quer os níveis séricos 
de IgG quer os níveis séricos de IgM reativos contra as frações recombinantes da MsgC 
estudadas, foram encontrados mais elevados em doentes seropositivos para VIH com 
história prévia de PPc ou infeção ativa, comparativamente a doentes sem história prévia 
ou PPc ativa (ver quadro 4 do capítulo 1 nas págs. 42-43). No estudo aqui apresentado, 
embora níveis altos de anticorpos totais e IgG anti-P. jirovecii também tenham sido 
detetados em doentes com PPc ativa, a diferença nos níveis desses anticorpos entre os 
diferentes grupos clínicos não foi estatisticamente significativa e não permitiu distinguir 
doentes com infeção ativa de doentes colonizados ou sem infeção por P. jirovecii. Em 
contraste, os níveis de IgM anti-P. jirovecii apresentaram-se estatisticamente mais 
elevados em doentes com PPc do que em doentes sem infeção por P. jirovecii (com ou 
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sem outra infeção fúngica), mostrando que os seus níveis séricos permitem inferir a 
presença ou ausência de doença (ver figura 2 do capítulo 2 na pág. 123). Contudo, não se 
verificou uma diferença estatisticamente significativa entre os níveis de anticorpos IgM 
anti-P. jirovecii detetados entre doentes com infeção ativa (doentes com PPc) e doentes 
com infeção assintomática por P. jirovecii (doentes colonizados por P. jirovecii), o que 
impossibilita a utilização dos níveis séricos destes anticorpos na distinção destes dois 
grupos de doentes.  
De seguida, foi feita a extrapolação da aplicabilidade da técnica ELISA desenvolvida com 
o ARS da Msg para pesquisa de IgM reativas contra este antigénio, no serodiagnóstico 
da PPc. Como teste laboratorial isolado, esta técnica não apresenta um desempenho de 
excelência (sensibilidade de 68% e especificidade de 61,8%, ver quadro 2 do capítulo 2 
na pág. 124), o que pode ser explicado exatamente pela sua incapacidade em distinguir 
doentes com infeção ativa de doentes colonizados. Todavia, a sua aplicação em 
associação com critérios clínicos, que permitem inferir a presença ou não de sintomas e 
sinais compatíveis com uma infeção ativa, dá origem a uma abordagem alternativa de 
diagnóstico da PPc, que apresenta uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 
80.8% (ver quadro 3 do capítulo 2 na pág. 124) e que é passível de ser executada com 
uma amostra biológica de obtenção minimamente invasiva, como o sangue. 
Considerando as diretrizes fornecidas neste estudo inicial, e numa tentativa de melhorar 
os resultados obtidos, surgiram os resultados apresentados nos capítulos 3 e 4 desta 
dissertação, onde um segundo antigénio sintético específico de P. jirovecii baseado na 
sua protease de serina kexina 1 (Kex1) foi desenhado e também aplicado na melhoria da 
abordagem serodiagnóstica da PPc (Tomás et al., 2019). 
O desenho deste novo ARS da Kex1 como ferramenta antigénica alternativa, surgiu com 
base em três evidências. A primeira é a correlação da resposta humoral à proteína Kex1 
com o risco de desenvolvimento de PPc, já que estudos de seroprevalência em humanos 
(Gingo et al., 2011) e de imunização em modelos símios (Kling and Norris, 2016), têm 
demonstrado que níveis altos de anticorpos reativos contra antigénios recombinantes 
desta proteína, estão correlacionados com diminuição do risco de desenvolvimento da 
doença. Esta evidência suporta a importância da resposta humoral face a esta proteína e 
justifica a sua utilização como ferramenta antigénica numa abordagem de serodiagnóstico 
da PPc. A segunda evidência que suporta a utilidade de uma ferramenta antigénica 
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desenhada com base nesta proteína prende-se com o facto da Kex1 ser codificada por um 
gene de cópia única (Kutty and Kovacs, 2003). Esta característica é importante, tendo em 
consideração uma terceira evidência, que se baseia na variabilidade antigénica da Msg 
de P. jirovecii, descrita e associada a um mecanismo de evasão ao sistema imunológico 
do hospedeiro (Stringer & Keely, 2001; Hauser, 2019). Uma vez que a Msg de P. jirovecii 
é codificada por uma família de seis genes multi-cópia (Ma et al., 2016; Hauser, 2019), 
este microrganismo é capaz de expressar células com glicoproteínas de superfície 
diferentes entre si, em qualquer momento da infeção. Tal pode comprometer o 
desempenho de uma abordagem de serodiagnóstico baseada exclusivamente na avaliação 
da resposta imunitária a estas glicoproteínas. Assim, numa tentativa de cobrir de forma 
mais eficiente a resposta imunitária do hospedeiro face à infeção por P. jirovecii, foi 
também desenhada uma ferramenta antigénica alternativa baseada numa proteína 
imunogénica de P. jirovecii sem variação genética descrita, a Kex1.  
Este novo antigénio foi desenhado, produzido e purificado da mesma forma que o ARS 
da Msg de P. jirovecii (Tomás et al., 2019), com apenas uma diferença para a seleção dos 
epítopos constituintes deste ARS da Kex1. A sequência do gene da proteína foi analisada 
na sua totalidade, pois não existem estudos que demonstrem uma determinada região 
como mais ou menos adequada para estudos serológicos. Assim, após análise in silico das 
mesmas propriedades físico-químicas enunciadas para o desenho do ARS da Msg, 
produziu-se e purificou-se um antigénio recombinante sintético da Kex1 de P. jirovecii 
constituído por três epítopos imunogénicos, com sequências de aminoácidos conservadas 
e específicas de Pneumocystis. 
À semelhança do estudo apresentado no capítulo 2, os estudos apresentados nos capítulos 
3 e 4 desta dissertação, partem da aplicação deste novo ARS da Kex1 na deteção 
serológica de anticorpos específicos anti-P. jirovecii em formato ELISA. A abordagem 
destes estudos diferencia-se da do estudo anterior (Tomás et al., 2016) ao reduzir para 
dois os grupos clínicos estudados: doentes com infeção por P. jirovecii e doentes sem 
infeção por P. jirovecii. A principal razão por detrás desta mudança de abordagem prende-
se com o facto de este projeto de doutoramento ter o objetivo primordial de validar o 
potencial destes ARS na deteção de anticorpos séricos anti-P. jirovecii específicos, com 
vista ao desenvolvimento de uma abordagem de diagnóstico serológico da PPc.  No grupo 
clínico constituído por dadores de sangue, não há uma caracterização correta dos 
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indivíduos quanto à presença ou ausência de P. jirovecii nos seus pulmões devido à 
ausência de amostras respiratórias para avaliação laboratorial. Assim, uma vez que no 
estudo anterior já tínhamos comprovado que doentes imunocomprometidos eram capazes 
de montar uma resposta imunitária face à infeção por P. jirovecii comparando os níveis 
séricos dos anticorpos destes doentes com os dos dadores de sangue, nestes estudos 
posteriores este grupo clínico não foi considerado. 
Relativamente ao grupo clínico composto por indivíduos colonizados por P. jirovecii, o 
mesmo não foi incluído nestes estudos subsequentes devido à ausência do 
acompanhamento da progressão deste grupo. Por se tratar de um estudo observacional 
retrospetivo, não podemos garantir, apesar da ausência de sintomas e sinais compatíveis 
com a PPc ativa no momento da admissão no estudo, que esses indivíduos colonizados 
não tenham progredido posteriormente para PPc ativa. Por outro lado, a ausência de 
significância estatística entre a mediana dos níveis séricos de anticorpos IgM, IgG e Ig 
totais anti-P. jirovecii destes indivíduos colonizados e dos doentes com PPc ativa no 
estudo anterior (ver figura 2 do capítulo 2 na pág. 123) sugere que, embora a infeção ainda 
seja assintomática, estes indivíduos desenvolvem uma resposta imunitária em reação à 
invasão dos pulmões por P. jirovecii. Assim, esta abordagem de diagnóstico parece não 
ser adequada para distinguir estes grupos de doentes.  
Os restantes grupos de doentes estudados no trabalho publicado em 2016, foram reunidos 
nos dois grupos clínicos de interesse, consoante a presença ou ausência de deteção de 
infeção por P. jirovecii nas suas amostras respiratórias. O grupo clínico de doentes sem 
infeção por P. jirovecii foi constituído por doentes com exames laboratoriais (IF-
AcM/nPCR) negativos, com ou sem infeção por outras doenças fúngicas, pois o número 
remanescente de amostras de doentes com outras infeções fúngicas era insuficiente para 
a formação de um grupo clínico distinto. O grupo clínico de doentes com infeção por P. 
jirovecii, foi constituído por doentes sintomáticos com testes laboratoriais (IF-
AcM/nPCR) positivos. O estudo destes dois grupos tem como objetivo avaliar a 
capacidade da abordagem serodiagnóstica de fornecer ao clínico uma resposta 
relativamente à presença ou ausência de infeção por P. jirovecii, para que ele possa, em 
conjunto com os dados clínicos, tomar a decisão terapêutica.  
Os resultados obtidos nos estudos posteriores intitulados “Development of a gold 
nanoparticle-based lateral-flow immunoassay for Pneumocystis pneumonia serological 
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diagnosis at point-of-care” e “Detection of anti-Pneumocystis jirovecii antibodies in 
human serum using a recombinant synthetic multi-epitope kexin-based antigen”, 
apresentados respetivamente nos capítulos 3 e 4 da presente dissertação, vieram 
corroborar as constatações provenientes do estudo apresentado no capítulo 2. Nos três 
estudos, somente os níveis de IgM anti-P. jirovecii mostraram aplicabilidade como 
biomarcadores serológicos de infeção ativa nos ELISA desenvolvidos quer com o ARS 
da Msg quer com o ARS da Kex1 (ver figura 2 do capítulo 2 na pág. 123, ver figura 3 do 
capítulo 3 na pág. 137 e ver figura 1 do capítulo 4 na pág. 153). Assim, estes resultados 
vêm, uma vez mais, salientar a importância e utilidade da deteção de anticorpos da classe 
IgM no desenvolvimento de uma abordagem de serodiagnóstico da PPc. Esta evidência é 
ainda apoiada por estudos prévios realizados em murganhos, que sugerem que esta classe 
de anticorpos apresenta um papel predominante no reconhecimento e eliminação da 
infeção por P. jirovecii (Rapaka et al., 2010). 
Particularmente, o estudo apresentado no capítulo 3, para além de confirmar a 
aplicabilidade dos dois ARS produzidos na deteção de IgM anti-P. jirovecii em ELISA, 
apresenta uma abordagem alternativa, com vista à transformação de testes serológicos 
clássicos em testes serológicos com aplicação no local de prestação de cuidados de saúde 
(point-of-care). Este tipo de estudos é importante na medida em que cada vez mais se 
pretendem métodos de diagnóstico descentralizados, isto é, que requeiram pouca ou 
nenhuma infraestrutura de apoio. Os testes de tira baseados em fluxo lateral em membrana 
descartável são a melhor resposta a esta necessidade, pois são métodos capazes de 
apresentar níveis de precisão, sensibilidade e especificidade equivalentes aos métodos 
clássicos, acrescentando-lhes as vantagens de fácil execução, portabilidade e aplicação 
point-of-care (O’Farrell, 2013). Assim, foi com base na demonstração da viabilidade de 
deteção de anticorpos reativos contra P. jirovecii com o uso dos ARS produzidos e com 
base na necessidade de criação de alternativas de diagnóstico mais rápidas, mais baratas 
e menos centralizadas em infraestruturas próprias, que surgiu a ideia de se desenvolver 
um imunoensaio de fluxo lateral para o diagnóstico da PPc (Tomás et al., 2019). Este 
imunoensaio foi desenvolvido com base na bioconjugação dos ARS de P. jirovecii 
produzidos com AuNP esféricas, previamente funcionalizadas, que operam como 
transdutoras do sinal de biorreconhecimento dos anticorpos anti-P. jirovecii séricos, 
devido à sua elevada área de superfície, facilidade de bioconjugação e cor intensa 
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(Baptista et al., 2011). Assim, neste estudo, montaram-se e otimizaram-se dois testes de 
tira, com vista à deteção de anticorpos IgM reativos contra os ARS da Msg e da Kex1 
desenhados, em amostras de soro de doentes com e sem infeção por P. jirovecii.  
Para o desenvolvimento destes testes, criaram-se bioconjugados AuNP-ARS que foram 
otimizados como ferramentas de deteção específicas desses anticorpos. Esta foi a 
abordagem escolhida porque estudos recentes (Sotnikov et al., 2015) demonstraram que, 
embora menos comuns do que os bioconjugados AuNP-anticorpo, os bioconjugados 
AuNP-antigénio potenciam a sensibilidade dos ensaios direcionados à pesquisa de 
anticorpos, pois propiciam uma captura mais direcionada dos anticorpos de interesse na 
zona analítica (ver figura 13 do capítulo 1 na pág. 70). Adicionalmente, neste estudo 
utilizaram-se AuNP esféricas de maiores dimensões (≈40 nm) do que as que são, por 
norma, utilizadas no desenvolvimento destes ensaios (≈15 a 20 nm). Esta escolha deveu-
se ao facto de AuNP de maiores dimensões possuírem uma cor vermelha mais intensa, 
por apresentarem uma extinção molar da sua ressonância plasmónica de superfície 
superior à de AuNP de menores dimensões (Haiss et al., 2007). Tal, ir-se-á refletir no 
aumento da sensibilidade destes imunoensaios, através da obtenção de um sinal ótico 
mais intenso e visível a olho nu, com recurso a menores concentrações de AuNP. 
Assim, neste estudo, a otimização dos bioconjugados AuNP-ARS começou com a síntese 
de nanopartículas com o diâmetro desejado e sua posterior funcionalização com ácido 11-
mercaptoundecanóico (11-MUA), um alcanotiol que se destaca como um bom percursor 
de conjugação de base eletrostática de AuNP com proteínas (Gomes et al., 2012; Bolat et 
al., 2013). De seguida, incubaram-se as AuNP funcionalizadas com cada um dos ARS 
produzidos para obtenção dos bioconjugados pretendidos. Durante a formação destes 
bioconjugados, ocorrem alterações da carga superficial e do tamanho das AuNP à medida 
que maiores quantidades de ARS são adsorvidas à sua superfície, por interações 
eletrostáticas. Assim, a formação destes bioconjugados foi caracterizada por ensaios de 
eletroforese em gel de agarose (EGA), através da avaliação da mobilidade eletroforética 
destes bioconjugados, que deve ser inversamente proporcional à quantidade de proteína 
que reveste as AuNP. Através da variação da razão molar de ARS adicionada à solução 
de AuNP, foi possível caracterizar a formação de uma coroa proteica em redor das AuNP, 
através da verificação da saturação da superfície das AuNP pelo ARS adicionado, 
caracterizada pela formação de um patamar na mobilidade eletroforética dos 
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bioconjugados, que se mantém constante a partir da razão molar ótima para revestimento 
das AuNP (ver figura 4 do capítulo 3 na pág. 138). 
Depois da determinação da razão ARS:AuNP ótima para a produção dos bioconjugados, 
interessava perceber se estes bioconjugados eram, de facto, capazes de interagir 
especificamente com anticorpos anti-P. jirovecii presentes em soros de doentes infetados 
por P. jirovecii. Para isso, foram feitos ensaios de EGA para caraterização da interação 
destes bioconjugados com soros de doentes com e sem infeção por P. jirovecii na presença 
e na ausência de um passo de pré-bloqueamento dos bioconjugados AuNP-ARS. Os 
resultados demonstraram que o passo de pré-bloqueamento favorece a especificidade da 
reação dos bioconjugados com os anticorpos de interesse (ver figura 5 do capítulo 3 na 
pág. 139). Isto era expectável, uma vez que este procedimento é comummente utilizado 
para aumentar a especificidade de imunoensaios (Binder & Isler, 2013). Neste caso, o 
aumento da especificidade pode ser explicado pelo papel dos agentes de bloqueamento 
na cobertura de quaisquer locais de ligação remanescentes à superfície das AuNP, que 
pudessem proporcional locais de ligação inespecífica à superfície das mesmas.  
De seguida, como a caseína demonstrou ser um agente de bloqueamento mais eficiente 
do que a BSA, bioconjugados AuNP-ARS-caseína foram estudados para comprovar a 
viabilidade da sua utilização no desenvolvimento de um ensaio de fluxo lateral para 
diagnóstico da PPc. Os resultados de ensaios com estes bioconjugados demonstraram que, 
de facto, os bioconjugados AuNP-ARS-caseína são capazes de interagir com anticorpos 
reativos contra o ARS e que essas interações são específicas, pois existe diminuição da 
mobilidade eletroforética destes bioconjugados após incubação com soros de doentes com 
infeção por P. jirovecii, mas não existe alteração significativa da sua mobilidade após 
interação com soros de doentes sem infeção (ver figura 5 do capítulo 3 na pág. 137). Tal 
pode ser explicado pelo facto de nos soros de doentes sem infeção por P. jirovecii não 
existirem anticorpos reativos contra o ARS, não ocorrendo interação entre os 
bioconjugados e os soros destes doentes. Estes resultados sugerem ainda que o antigénio 
da Kex1 parece apresentar maior eficiência na distinção de doentes com e sem a doença 
do que o ARS da Msg. Isto porque, as diferenças detetadas na migração eletroforética dos 
bioconjugados AuNP-ARS-caseína após incubação com soros de doentes com e sem 
infeção, é substancialmente superior (2,5x) na presença do ARS da Kex1 do que na 
presença do ARS da Msg. Tal sugere que quer os ensaios de fluxo lateral quer os ELISA 
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serão mais sensíveis e mais específicos aquando da utilização deste novo ARS da Kex1, 
comparativamente aos ensaios desenvolvidos com o ARS da Msg.  
Para ser possível, mais tarde, comprovar esta tendência, foram desenvolvidos dois testes 
de tira distintos: um com bioconjugados AuNP-Kex1-caseína e outro com bioconjugados 
AuNP-Msg-caseína. Nestes testes de tira, foram imobilizados anticorpos monoclonais 
anti-IgM humana na zona de teste e anticorpos policlonais reativos contra o ARS presente 
nos bioconjugados, na zona controlo. Assim, estes testes foram desenhados para num 
“teste negativo”, a ausência de anticorpos circulantes anti-P. jirovecii no soro do doente, 
resultar na ausência de sinal na linha teste, sendo a correta eluição da amostra e dos 
bioconjugados confirmada através da captura dos bioconjugados AuNP-ARS-caseína na 
linha controlo, com a formação de uma única linha vermelha nesta região. Num “teste 
positivo”, os bioconjugados são capazes de reagir com anticorpos circulantes anti-P. 
jirovecii, presentes em amostras de soro de doentes com infeção por P. jirovecii, dando 
origem a uma linha vermelha na zona teste, além da linha vermelha na zona controlo (ver 
figura 1 do capítulo 3 na pág. 132). Para a montagem destes testes de tira, todos os 
componentes do teste foram criteriosamente selecionados e tratados, tendo por base a 
otimização do sinal ótico obtido nas zonas analíticas do teste. Esta otimização e a 
avaliação final do desempenho dos testes montados foram realizadas quer por inspeção 
visual dos resultados, quer por quantificação da intensidade de cor nas zonas analíticas, 
recorrendo a um software de tratamento de imagem.  
Neste estudo preliminar de prova de conceito, os testes de tira desenvolvidos foram 
testados com recurso a dois conjuntos (pools) de amostras de soros que representavam 
uma amostra positiva e uma amostra negativa, uma vez que se pretendia comprovar a 
eficiência desta abordagem (teste de tira) na distinção de doentes com e sem infeção por 
P. jirovecii. A amostra positiva consistiu numa mistura (n=5) de soros de doentes com 
infeção por P. jirovecii, enquanto a amostra negativa consistiu na mistura (n=5) de soros 
de doentes sem infeção por P. jirovecii. Os resultados obtidos demonstraram que na 
presença de soros de doentes com infeção por P. jirovecii, os testes montados quer com 
bioconjugados AuNP-Kex1-caseína quer com bioconjugados AuNP-Msg-caseína 
apresentavam um comportamento concordante com um “teste positivo”, enquanto a 
aplicação de amostras de soro de doentes sem infeção por P. jirovecii resultava na 
apresentação típica de um “teste negativo” (ver figura 8 do capítulo 3 na pág. 143).  
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Estes resultados comprovam assim a viabilidade do conceito dos imunoensaios de fluxo 
lateral em formato de testes de tira produzidos, demonstrando, uma vez mais, que ambos 
os ARS produzidos funcionam como ferramentas antigénicas na deteção de um 
biomarcador serológico aplicável no diagnóstico diferencial de PPc ativa: os anticorpos 
IgM anti-P. jirovecii. Contudo, a avaliação do desempenho do ARS da Kex1 
comparativamente ao ARS da Msg na pesquisa desses anticorpos não foi possível neste 
estudo preliminar. Assim, na tentativa de compreender se, de facto, o ARS da Kex1 
apresenta maior eficiência na captura destes anticorpos de interesse, surgiu o estudo 
apresentado no capítulo 4.  
O estudo “Detection of anti-Pneumocystis jirovecii antibodies in human serum using a 
recombinant synthetic multi-epitope kexin-based antigen”, apresentado no capítulo 4, 
descreve o desempenho do teste ELISA desenvolvido e otimizado com o novo ARS da 
Kex1 para o serodiagnóstico da PPc. Neste estudo, foi possível verificar que a aplicação 
deste ARS promove, de facto, um melhor desempenho do teste ELISA (sensibilidade de 
70,8% e especificidade de 75.0%, ver tabela 1 do capítulo 4 na pág. 153), do que o ARS 
da Msg (sensibilidade de 68% e especificidade de 61.8%) avaliado no estudo do capítulo 
2 (ver tabela 2 do capítulo 2 na pág. 124). Embora a Kex1, ao contrário da Msg, não seja 
uma proteína de superfície nem proveniente de um gene multi-cópia, ou ainda uma 
proteína estritamente específica de P. jirovecii (Lee et al., 2000; Kutty & Kovacs, 2003), 
estes resultados vêm corroborar o que os dados dos ensaios de EGA do estudo 
apresentado no capítulo 3 sugeriam: o ARS da Kex1 contribuí para uma melhoria dos 
valores de sensibilidade e especificidade do teste serológico. Este fenómeno pode ser 
explicado por a Kex1 ser uma proteína que não sofre variação antigénica durante a 
infeção, o que faz com que os epítopos escolhidos para a composição do seu ARS sejam 
reconhecidos, de forma mais constante do que os epítopos do ARS da Msg, durante a 
infeção. Apesar do ARS da Msg ter sido desenhado com epítopos provenientes de regiões 
conservadas dessa proteína, o mesmo pode não ser reconhecido durante alguns períodos 
da infeção, devido à modificação dos paratopos dos anticorpos reativos contra P. 
jirovecii, fruto da variabilidade genética da Msg deste microrganismo (Stringer & Keely, 
2001; Hauser, 2019).  
Todos estes resultados vêm assim demonstrar que, apesar de serem necessárias 
otimizações futuras para a possível validação e consequente aplicação destes testes 
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serológicos na prática clínica, uma abordagem baseada em ARS de P. jirovecii poderá 
viabilizar uma alternativa de diagnóstico da PPc mais rápida, mais barata, menos invasiva 





























5.2 Conclusões e perspetivas futuras 
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Tendo em conta todos os resultados obtidos, pode concluir-se que os objetivos propostos 
para este trabalho foram cumpridos.  
Foram produzidos e purificados com sucesso dois ARS específicos da Msg e Kex1 de P. 
jirovecii, capazes de funcionar como ferramentas antigénicas em técnicas de ELISA para 
deteção de anticorpos específicos contra este microrganismo. Os resultados obtidos 
demonstraram que as IgM anti-P. jirovecii são os melhores biomarcadores serológicos a 
aplicar no diagnóstico da PPc, tendo-se definido títulos de IgM anti-P. jirovecii com 
aplicação no diagnóstico diferencial de doentes com e sem PPc.  
As técnicas ELISA desenvolvidas, demonstraram que as abordagens baseadas na 
aplicação dos ARS na deteção de anticorpos IgM específicos contra o agente infecioso 
poderão vir a ter aplicação num diagnóstico menos invasivo da PPc, tendo o ARS da Kex1 
apresentado maior aplicação do que o ARS da Msg para esse fim.  
Os ARS produzidos foram ainda utilizados com sucesso na obtenção de bioconjugados 
AuNP-ARS, que se mostraram capazes de interagir especificamente com anticorpos 
circulantes anti-P. jirovecii presentes nos soros de doentes com infeção por P. jirovecii. 
Assim, foi possível montar dois imunoensaios de fluxo lateral em formato de testes de 
tira, que mostraram aplicabilidade no diagnóstico rápido, potencialmente sensível e 
específico da PPc, aliando estas características à possibilidade da sua execução no local 
de prestação de cuidados de saúde (point-of-care).  
Em conclusão, os resultados da presente dissertação pretendem contribuir para o 
encurtamento do tempo que nos separa da implementação clínica de um teste de 
serodiagnóstico da pneumonia por Pneumocystis, que permita um diagnóstico mais 
rápido, mais barato e mais descentralizado do que os métodos convencionais. A 
precocidade do diagnóstico e, portanto, do tratamento aumentarão a duração e a qualidade 
de vida dos doentes e, ao mesmo tempo, auxiliarão na redução dos custos associados ao 
diagnóstico e tratamento desta doença. 
Em termos de perspetivas futuras, seria interessante aplicar as técnicas ELISA 
desenvolvidas com ambos os ARS em estudos prospetivos longitudinais, por forma a 
desenvolver conhecimentos no que respeita à cinética dos anticorpos destes doentes e sua 
implicação no seguimento e correlação com a progressão da doença. Por outro lado, seria 
interessante aplicar estas técnicas em estudos de seroprevalência destes anticorpos em 
diferentes grupos clínicos compostos por doentes imunocomprometidos com diferentes 
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origens geográficas e diferentes causas de imunossupressão (doentes oncológicos, 
doentes com patologias autoimunes sujeitos a doses elevadas de agentes 
imunossupressores, doentes transplantados e doentes infetados por VIH), por forma a 
comprovar se os títulos de anticorpos com significado no diagnóstico clínico, variam ou 
não consoante a origem geográfica ou as causas e características de imunossupressão dos 
doentes.  
No que respeita aos ARS produzidos neste estudo, uma vez que outros autores já 
demonstraram a aplicabilidade de antigénios recombinantes de P. jirovecii no 
desenvolvimento de vacinas preventivas contra este microrganismo (Kling & Norris, 
2016; Tesini et al., 2017), um estudo do potencial de imunização destes ARS, pode abrir 
novas portas nesta área. Por outro lado, uma vez que estes antigénios são multivalentes, 
possuindo diferentes epítopos específicos de P. jirovecii, podem ser também utilizados 
na produção, em murganhos ou fagos, de anticorpos recombinantes que possam viabilizar 
a deteção direta deste microrganismo (por exemplo por técnicas de imunofluorescência,) 
em amostras respiratórias obtidas de forma menos invasiva, como a expetoração 
espontânea ou a saliva. 
No que respeita aos bioconjugados AuNP-ARS aqui obtidos, estudos futuros devem 
incidir numa caracterização mais aprofundada dos mesmos, por tecnologias de 
microscopia eletrónica e/ou tecnologias de espetroscopia, e em ensaios da estabilidade, 
com vista à otimização do seu desempenho na deteção específica de anticorpos anti-P. 
jirovecii em imunoensaios de fluxo lateral. Adicionalmente, devem estudar-se processos 
de conjugação destes ARS com AuNP com diferentes morfologias e tamanhos, com vista 
à otimização das suas propriedades óticas e, consequentemente, dos sinais óticos obtidos.  
Quanto aos imunoensaios de fluxo lateral desenvolvidos neste estudo, deverão seguir-se 
estudos que visem a otimização destes testes e, posteriormente, a validação da sua 
aplicação no diagnóstico da PPc, com amostras populacionais adequadas. Estes estudos 
devem ser feitos em testes de tira contendo bioconjugados com ambos os ARS, quer em 
simultâneo, quer individualmente, por forma a se averiguar a eficiência conjunta e 
individual de cada um dos bioconjugados produzidos, na deteção de anticorpos 
específicos anti-P. jirovecii. Caso se verifique uma vantagem diagnóstica com a 
utilização de ambos os bioconjugados em simultâneo, deve avançar-se para a otimização 
destes testes em formato multiplex, para que seja possível a deteção simultânea de 
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reatividade contra ambos os antigénios, num único teste de tira, conforme já sugerido por 
outros autores (Zhu et al., 2013). Adicionalmente, através da demonstração de que é 
possível fazer quantificação da intensidade de cor nas zonas analíticas dos testes 
produzidos, este trabalho deixa em aberto a possibilidade de se transformar estes testes 
qualitativos em testes semi-quantitativos. A sua aplicação na distinção de diferentes 
grupos clínicos, como por exemplo na distinção de doentes com PPc ativa de doentes 
colonizados por P. jirovecii (sem sintomatologia), deveria ser averiguada. Por fim, 
estudos futuros podem ainda incidir na otimização deste tipo de testes tornando-os 
exequíveis em amostras de sangue total (sangue capilar, por exemplo) e não apenas em 
amostras de soro como aqui demonstrado, o que iria aumentar ainda mais a portabilidade 
destes testes, tornando-os completamente independentes de qualquer outro instrumento 
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